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RESUMO

VILLA, Fabiola. Prospecgiio clonal para cultivar Folha de Figo
(Vitis labrusca L.) ma regifio de Caldas, MG. 2004. 72 p. Dissertagfio
(Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.!

A produtividade da cultivar Folha de Figo na regiio de Caldas, MG, ¢é muito
baixa, devido, entre outros fatores, & ocorréncia de viroses. Objetivou-se neste
estudo, selecionar clones mais produtivos da c¢v. Folha de Figo
(Vitis labrusca L.) e avaliar a similaridade genética destes, bem como sanidade
dos mesmos. O presente trabalho iniciou-se em 1994, em vinhedo da EPAMIG e
propriedades particulares, onde procedeu-se a uma primeira selegfio de
137 plantas, obedecendo a critérios visuais de vegetagfio, producdo e identidade
varietal. Estas foram marcadas para o acompanhamento do volume e qualidade
da produgsio. Durante a primavera de 1996, antes da colheita, por ocasifo do
inicio da maturagio dos cachos, iniciavam-se os trabalhos de selegiio massal e
definiram-se como pardmetros dessa selegdio a produgdio por planta e o indice de
fertilidade, estabelecendo arbitrariamente a produgio minima de 5,0 kg/planta
e/ou fndice de fertilidade dos ramos préximos ou superiores a 1,0. O clone 03,
com producdio de 1,5 kg/planta e indice de fertilidade de 0,77 foi mantido no
stand como testemunba local. O teste DAS-ELISA foi realizado para verificar o
estado sanitirio dos 19 clones ¢ presenca ou ndo das seis principais viroses que
ocorrem em videira. Observou-se a presenga da virose do enrolamento da folha
da videira (GLRaV-3) e da virose da canelura do tronco da videira (GVA). Néo
foram diagnosticados os virus GVB, GLRaV-1, GFRV e GFLV em qualquer um
dos clones testados. Todas as plantas positivas apresentaram produgdes médias
superiores a 5,0 kg/planta (13,29 t/ha), comprovando que as variedades da
espécie Vitis labrusca podem conviver com determinadas viroses. Para a anélise
de marcadores RAPD, foram amplificados 30 fragmentos polimoérficos de DNA,
utilizando-se sete “primers” da marca “Operon”. Pelos resultados obtidos, a 65%
de similaridade genética, os clones agruparam-se em 6 grupos distintos. A maior
similaridade foi observada entre os clones 6 ¢ 17; 16 e 18; 8 e 10 (100%).
Apesar desses clones possufrem similaridades, apresentaram produtividades
diferentes, tendo essas variagdes sido verificadas durante a prospecgéo clonal e,
por isso mecessitam ser reavaliadas durante uma posterior competi¢io. A
variabilidade genética entre os clones selecionados foi alta e verificada pela
técnica de RAPD, ocorrendo devido a mutagdes espontdneas ao longo dos anos.

* Comité Orientador: Dr. Murillo de Albuquerque Regina - EPAMIG,
Caldas, MG (Orientador).
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ABSTRACT

VILLA, Fabiola. Clonal prospection for cultivar Folha de Figo
(Vitis labrusca L.) in region of Caldas, MG. 2004. 72 p. Dissertation (Master
in Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

The productivity of cv. Folha de Figo in the region of Caldas, MG, is very low,
due to, among others factors, the occurrence of viruses. It was objectified in this
study to select and evaluate the genetic similarity of Vitis labrusca’s clones. The
present work was realized in 1994, in EPAMIG’s vineyard and particulars
properties, where a first selection was proceeded from 137 plants, obeying the
vegetation visual criteria, production and varietal identity. These had been
marked for the accompaniment of the volume and quality of the production.
During the spring of 1996, before the harvest, during the beginning of the
maturation of the clusters, it was initiated the works of massal selection and
defined as parameter of this selection the production for plant and the fertility
index, establishing arbitrary 5,0 kg/plant as the minimum production and the
fertility index as superior of 1,0. The clone number 03, with production
1,5 kg/plant and/or fertility index 0,77 was kept at stand as one it witness. The
DAS-ELISA test was realized to verified the sanitary state of 19 clones and
presence or not of six viruses that occur in grapevine. It was observed the
presence of Grapevine leafroll virus associated 3 (GLRaV-3) and the Grapevine
virus A (GVA). The viruses GVB, GLRaV-1, GFRV and GFLYV had not been
diagnosed at clones tested. All the positives plants had presented the average
productions superior of 5,0 kg/plant (13,29 t/ha), proving that the Vitis labrusca
varieties can live together with viruses. For the analysis RAPD markers, had
been amplified 30 DNA’s polimorphic fragments, using seven primers (Operon).
The gotten results, with 65% genetic similarity, the clones had been grouped in
six distinct groups. The biggest similarity was observed between the clones 6
and 17; 16 and 18; 8 and 10 (100%). Although these clones shown similarities,
they had presented differents produtivity, being that these variations had been
verified during the clonal prospection and, consequently, this clones must be
reevaluated during a posterior competition. The genetic variability among
clones selected was high, due to occured spontaneous mutations to the long of
the years.

! Guidance Committee: Dr. Murillo de Albuquerque Regina - EPAMIG,
Caldas, MG (Major Professor).
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1 INTRODUCAO

A videira foi introduzida no Brasil por volta de 1532, trazida pelos
colonizadores portugueses, sendo todas as castas pertencentes A espécie
Vitis vinifera. Devido 3 grande susceptibilidade dessas castas as doengas
fingicas nas condigdes climéticas onde foram implantadas ¢ também & filoxera
(Dactylosphaera vitifolliae Fitch), inseto sugador que ataca as raizes, esta
cultura encontrou dificuldades para se estabelecer. Em meados do século XIX,
foram introduzidas cultivares de origem americana, principalmente as
pertencentes as espécies Vitis labrusca e Vitis bourquina que, por sua rusticidade
e produtividade, difundiram-se rapidamente pelas 4reas viticolas do pafs
(Hidalgo, 1986; Sousa, 1996).

Atualmente, o setor vinicola brasileiro, concentrado no estado do Rio
Grande do Sul, apresenta uma caracteristica atipica relativamente aos paises
tradicionais produtores de vinhos e derivados da uva. Isso porque, enquanto
naqueles séo admitidos apenas produtos originérios de variedades de uvas finas
(Vitis vinifera), no Brasil, além destes, existem produtos origindrios de
variedades americanas e hibridas (Vitis labrusca e Vitis bourguina), os quais
representam mais de 80% do volume total de produgdio da cadeia produtiva, o
que evidencia a existéncia de dualidade estrutural no setor (Protas et al., 2002).

A regifio de Caldas, situada no Sul de Minas Gerais, ja foi considerada
como importante ponto de referéncia para o pais na produgio de uvas e vinhos,
por volta das décadas de 1940 a 60. No entanto, com o passar dos tempos, O
envelhecimento dos parreirais e os elevados indices de ataques de pragas e
doengas, aliados & descapitalizagéio dos agricultores, causaram desestimulo aos
produtores, culminando com grande queda na produgéio de uvas. Esta queda fez
com que a regifio perdesse seu starus de pélo vitivinicultor para outras regides
do pais que investiram em tecnologia e manejo de produgdo, tal como o



Rio Grande do Sul. Este enfraquecimento da viticultura na regiio do Sul de
Minas Gerais trouxe graves problemas, tanto sociais como econdmicos, pois
provocou o fechamento de vérias adegas, enquanto que as que continuam suas
atividades estfio tendo problemas com a falta de matéria-prima para a elaboragio
de vinhos (Gongalves, 1996).

A retomada da atividade viticola desta regidio ¢ extremamente
importante, uma vez que concentra todos os requisitos para voltar a figurar entre
os principais polos produtores de uvas do pais, como: clima, mio-de-obra
especializada, proximidades dos principais centros consumidores e aptidio
agricola. Nesta regido a cultivar Folha de Figo (‘Ives’, ‘Bordé’ ou ‘Terci)
encontra-se bem adaptada e ligada & caracteristica dos vinhos e sucos locais,
constituindo-se, a exemplo do que ocotre no Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Paran4, numa das principais cultivares americanas de videira.

A produtividade média pacional da ‘Folha de Figo’ varia de 12 a
26 t/ha (Freire et al., 1992). Ja para o Sul de Minas Gerais, esses valores caem
para mais ou menos 1,27 kg/planta, para os plantios oriundos de plantas de
pé-franco e 3,6 kg/planta para plantas emxertadas (Regina et al, 1998;
Souza et al, 2002). Essa baixa produtividade deve-se & auséncia de tratos
culturais adequados, & nio reposigdo de nutrientes retirados do solo por meio de
adubagio de restituigfio, e principalmente, & nio utilizac3o de porta-enxertos
adequados, falta de controle das principais doengas fingicas e, possivelmente, a
ocorréncia de viroses (Gongalves, 1996).

Devido & importincia econdmica desta variedade para a viticultura
brasileira ¢ mineira, mesmo com todos os problemas citados anteriormente, o
produtor da regifio insiste em manté-la, fato que aponta para a necessidade de se
restaurar as caracteristicas originais da referida cultivar, prhgipalmente de
produtividade. Neste contexto, o atual trabalhio tem como objetivo iniciar um
programa de selego clonal para a cultivar Folha de Figo, de forma a resgatar



possiveis mutages de interesse agrondmico € de sanidade comprovada, uma vez
que ainda nio existem no Brasil programas de selego para esta cultivar.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A espécie Vitis spp.

Existem inimeras espécies de videira ja classificadas e catalogadas
distribuidas enfre regiGes tropicais, subtropicais e temperadas do mundo.
O género Vitis é o Gnico de importincia econémica ¢ alimentar, abrigando todas
espécies de uso comercial, muito embora outros géneros da familia Vitaceae
tenham grande importincia como fonte de variabilidade genética para programas
de melhoramento da videira (Sousa, 1996).

A drea ocupada pela viticultura mundial é de aproximadamente
7,4 milhdes de hectares, sendo a maior parte na Europa (Itilia, Franca e
Espanha, com 51,9% da produgio). A producdio obtida tem se mantido estavel
nos Gltimos anos e corresponde a cerca de 60 milhdes de toneladas (Pommer,
2003).

O Brasil, atualmente, n3o figura na lista dos paises maiores produtores
de uvas, que sdo: Itdlia, Franca, Estados Unidos, Espanha, Turquia, China,
Argentina e Irii (Pereira & Nachtigal, 1997; Pommer, 2003). Este cultivo, porém,
apresenta grandes possibilidades de expanséio no Brasil, principalmente no caso
de uvas para mesa, devido 3 utilizagio de novas fronteiras agricolas, de
variedades mais promissoras, de novas tecnologias, aumento do poder aquisitivo
da populagio e possibilidade de produglio em praticamente todo o ano
(Pereira & Nachtigal, 1997).



2.2 A videira no Brasil

O Brasil apresenta uma 4rea plantada em torno de 56 mil hectares de
videira e uma produgdo de 882,11 mil toneladas. Dessa produgdo, 42,7% sdo
destinados para mesa e 57,3% para indistria, o que demonstra grande evolugéo
do consumo de uvas na forma in natura, visto que, em 1980, a produciio de uvas
para mesa representava apenas 10,9% da producdio total brasileira
(Pereira & Nachtigal, 1997; Pommer, 2003).

Dentre os estados maiores produtores de uvas, destacam-se Rio Grande
do Sul, S&o Paulo, Santa Catarina, Bahia, Parani, Pernambuco ¢ Minas Gerais.
No Rio Grande do Sul, mais de 90% da produgdio de uvas destinam-se &
elaboracio de vinhos e sucos. J4 nos demais estados, a produgfio destina-se,
principalmente, ao consumo na forma de fruta fresca (Pereira & Nachtigal,
1997; Alvarenga, 2001; Protas et al., 2002).

As cultivares de uvas riisticas, que no conceito técnico internacional
possuem baixa qualidade pois apresentam pronunciado sabor foxado, sdo muito
bem aceitas pela populagdo brasileira, que consome praticamente toda a
producdo das ‘Niagaras’ como fruta fresca, além de grande quantia de sucos de
uva e vinhos de “consumo corrente”, elaborados a partir dessas uvas.

Atualmente, cerca de 9.000 ha de uvas risticas de mesa s&o cultivadas
no Brasil, concentrando-se a produc¢@o nos estados de S&o Paulo, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Minas Gerais (Pereira & Nachtigal, 1997).



2.3 Cuitivar Folba de Figo (Vitis labrusca L.)

Segundo Camargo e Dias (1986), esta variedade originou-se
acidentalmente em 1840, nos EUA, a partir de uma semente de ‘Alexander’,
uma labrusca muito cultivada nos arredores de Cincinpati, Ohio, onde foi
selecionada e recebeu o nome de ‘Ives’ ou ‘Ives Seedling’, em homenagem a seu
melhorista, Henry Ives.

No Brasil, as informagdes sobre essa cultivar sdo escassas e
controversas. Gobbato (1940) apenas a cita entre outras videiras americanas e
hibridas paturais, sem fazer qualquer referéncia sobre sua introdugio,
comportamento e cultivo no Brasil. Outros autores, como Silva Jimior (1888) e
Paz (1898), nem a citam. J& Camargo (1994) diz que foi introduzida no Brasil,
procedente de Portugal e se expandiu, assumindo diferentes nomes, como:
‘Bordd’ (RS), “‘Cynthiana’ (SC), ‘Terci’ (PR) e ‘Folha de Figo’ (MG).

Segundo Camargo & Dias (1986), essa cultivar caracteriza-se por ter
ramo jovem de cor verde com aspecto ferruginoso, lanoso, com consideravel
quantidade de pélos vermelhos; folhas jovens amarelo-queimado, lanosas na
face superior e cotonosas na inferior, planas; folha adulta trilobada, seio peciolar
em ‘V’ estreito, limbo ondulado e cacho pequeno, cilindrico, as vezes alado,
baga preta, pequena, esférica, sabor foxado intenso, muito rica em matéria
corante.

No Rio Grande do Sul, é a segunda cultivar em ordem de importincia,
sendo empregada para a elaboragio de vinhos, sucos € até mesmo para consumo
_ in natura (Pereira, 2001). Segundo Gobbato (1942), na regifio de Caldas, Sul de
Minas Gerais, foi introduzida em 1904, procedente de Portugal recébendo o
nome de ‘Folha de Figo’. Atualmente, vem sendo utilizada nesta regifio para a
produgiio de sucos e vinhos tintos encorpados, de sabor foxado (caracteristico de
Vitis labrusca) e aroma marcante (Pereira, 2001; Gongalves et al., 1999;



Silva, 1998; Camargo, 1994; Camargo & Dias, 1986). Caracteriza-se por ser
ristica e apresentar alto teor de matéria corante para a produgdo de vinho,
contribuindo assim para a sua fixa¢#o na regifo de Caldas, MG (Abrahdo et al,,
1993). Em Minas Gerais, 96% das cultivares produtoras de uva para vinho sdo
representadas pela ‘Folha de Figo’ e ‘Jacquez’ em Caldas e Andradas,
respectivamente (Gongalves, 1996).

A produgiio média por planta da ‘Folha de Figo® encontra-se muito baixa
atualmente, em torno de 1,27 kg/planta (produtividade de 3.386 kg/ha), para os
plantios oriundos de plantas de pé franco. Segundo Gongalves (1996), essa
queda na produgdio deve-se 4 auséncia de tratos culturais adequados, falta de
controle das principais doengas filngicas, ocorréncia generalizada de viroses, a
nfo reposicio de nutrientes retirados do solo por meio de adubagio de
restitui¢io e, principalmente, 4 nfo utilizagfio de porta-enxertos adequados.

2.4 Viroses

Desde longo tempo observam-se, em videiras de todas as partes do
mundo, doengas estranhas que se manifestam por alteragGes nas folhas, ramos e
frutos, acompanhadas de acentuado raquitismo da planta, faléncia da
produtividade, seguidas de aniquilamento e até morte de plantagdes inteiras. O
agente causal de tais anomalias permaneceu hi mais de um século desconhecido,
mas revelou, desde logo, seu carater infeccioso, capaz de transmitir de plantas
doentes para as sadias, afetando as videiras em reboleiras dentro dos vinhedos
(Sousa, 1969).

Todas as viroses, mesmo aquelas que nfo induzem sintomas em
determinadas cultivares, interferem, de maneira geral, nos processos fisiologicos
da planta (respiragao, fotossintese, reproducio, etc.), causando prejuizos, como
diminui¢io no nimero e tamanho de cachos, ma fecundagfio, maturaciio



irregular e queda no teor de agiicar da uva, redugéio da vida produtiva das plantas
e morte de mudas e plantas adultas (Kuhn et al., 1996).

Mundialmente, na cultura da videira, j4 foram identificados 44 virus
diferentes, pertencentes a 5 familias e 16 géneros (Martelli & Walter, 1998).
Andrade & Peruzzo (1993) afirmam que a videira é afetada por cerca de
25 viroses. Fajardo et al. (2003) afirmam, entretanto, que sdo conhecidas cerca
de 50 doencas de origem viral. Algumas dessas viroses sdo encontradas
ocasionalmente na videira e, aparentemente, niio tém expressio econdmica.
Outras, embora causem prejuizos importantes, somente ocorrem em algumas
regides do mundo, talvez pelo plantio de cultivares sensfveis ou pelas condigSes
edafoclimaticas regionais que favoregam a ocorréncia de vetores (Kuhn, 1996).

Entretanto, existe um grupo dessas doengas de grande importéncia pelos
sérios prejuizos causados na viticultura, razio pela qual sdo objeto de constante
atengfio nos programas de seleg#o sanitaria dos diversos paises viticolas.

Os virus sio particulas ultramicroscépicas constituidas, em sua maior
parte, por um filamento simples de 4cido nucléico envolto por uma série de
proteinas chamada capsida. S&o geralmente transmitidos por enxerto,
multiplicagio vegetativa e vetores (pulgdes, tripes, nematdides, cochonilhas,
etc.) (Galet, 1982). Devido & sua presen¢a na maior parte dos vinhedos e & sua
grave incidéncia éconﬁmica, numerosos trabalhos de pesquisa foram realizados
nos Gltimos tempos, sobretudo, a partir dos anos 1960. Em Jerez de La Frontera,
na Espanha, a presenca de viroses é amplamente estudada (Garcia de Lujén,
1997).

Os Nepovirus séio os mais disseminados e na Europa sdo denominados
degenerativos (Grapevine fanleaf virus - GFLV). Outro grupo de importéncia
sio os Closterovirus, cujo principal representante em videira ¢ o
Grapevine leafroll virus 2 (GLRV-2).



Para confirmar a presenga de virus em vegetais, deve-se recorrer a testes
de diagnose, tais como a sorologia (ELISA), microscopia eletronica, técnicas
moleculares e plantas indicadoras.

Segundo Kuhn (1984) e Pearson & Goheen (1996), as viroses
consideradas mais importantes e relatadas em videira sdo: GFRV ou GFkV
(Grapevine fleck virus), GFLV (Grapevine fanleaf virus), GVA (Grapevine
virus A), GVB (Grapevine virus B), GLRaV-1 (Grapevine leafroll virus
associated 1) e GLRaV-3 (Grapevine leafroll virus associated 3).

2.4.1 GFRV (Grapevine fleck virus)

O virus GFRV ou GFkV (Grapevine fleck virus) é isométrico, nio
envelopado, com 30 nm de difimetro e causador de uma doenga denominada
comumente como mancha das nervuras, a qual estd bastante disseminada pelos
paises viticolas do mundo. Normalmente, afeta a maioria das cultivares de
videira, provocando sintomas latentes. Quando os sintomas aparecem, s#o
caracterizados por pequenas manchas clorticas nas nervuras da terceira e quarta
ordens e &reas adjacentes do parénquima, constitnindo um mosaico de nervuras e
folhas com superficie ondulada e ligeira curvatura dos bordos para cima.
Os sintomas sio mais intensos nas folhas jovens e médias da brotagfio de
primavera. A doenga foi descrita pela primeira vez em Vitis vinifera, pa Fran¢a,
por Vuittenez e colaboradores, em 1966 (Brunt et al., 1995), com o nome de
“marbrure”.

No Brasil, esta virose foi identificada nos vinhedos de S#o Paulo
(Kuniyuki, 1976) e do Rio Grande do Sul (Kuhn, 1989). Sua transmisséo ocorre
por enxertia.



2.4.2 GFLV (Grapevine fanleaf virus)

As particulas desse virus sdo isométricas, nfo envelopadas e com 30 nm
de diimetro (Brunt et al., 1995).

O GFLV (Grapevine fanleaf virus) foi descrito primeiramente em
Vitis vinifera, na Austria, por Rathay, em 1883 (citado por Brunt et al., 1995).
Trata-se de uma das enfermidades mais importantes da videira, incidindo
grandemente nos rendimentos por seus efeitos sobre a perda do vigor e
vitalidade dos vinhedos. No Brasil, a doenga é conhecida como doenga dos
entrends curtos ou degenerescéncia da videira. Pertence ao género Nepovirus,
familia Comoviridae e é caracterizada por pequenas manchas arredondadas e
translicidas, distribuidas irregularmente nas folhas da brotagio de primavera ou
manchas em forma de anéis e faixas clordticas, em ziguezague, que também
podem ser observadas nas 4reas eatre as nervuras principais ¢ secundérias de
algumas folhas. Ramos severamente afetados apresentam folhas pequenas e
ligeiramente deformadas, entrends curtos, crescimento paralelo, achatamento e
nés duplos; o achatamento também pode aparecer no peciolo e gavinha,
proliferagiio de gemas e bifurcag#o.

Sua transmissdio da-se, principalmente, pelos nematbides do género
Xiphinema index (Hewitt et al., 1970), Xiphinema italiae (Cobn et al., 1970),
Xiphinema diversicaudatum; por sementes (raro) e por enxertia.

2.4.3 GVA (Grapevine virus A)

O virus caracteriza-se por ser filamentoso, n#o envelopado e com
800 nm de comprimento.

O GVA (Grapevine virus A) possui sinonimia como Kober stem
grooving virus ou virus A da videira e é uma doenga conhecida por canelura do



tronco. Foi descrito pela primeira vez em Taranto, na Itilia, em Vitis vinifera,
por Conti et al. (1980), com o nome de “legno riccio” e pertence ao género
Vitivirus. No Brasil, a doenga é conhecida com os nomes de cascudo, lenho
rugoso ou caneluras do tronco. O sintoma mais comum é a presenga de
engrossamento da casca do tronco que fica com aspecto escamado e corticento.
A casca tende a penetrar no tronco, formando reentrincias quando retirada
(caneluras). As plantas afetadas desenvolvem-se menos, apresentam menor
vigar, a brotagio das gemas atrasa de quatro a cinco semanas e tem a vida
produtiva reduzida. Sua transmissdo di-se por vetor (cochonilha - Familia
Pseudococcidae), itoculacio mecinica (planta indicadora - Nicotiana glutinosa)
ou por enxertia.

2.4.4 GVB (Grapevine virus B)

Pertence ao género Vitivirus e o virus caracteriza-se por ser filamentoso,
com 1400-2000 nm de comprimento.

O GVB (Grapevine virus B) possui sinonimia como virus B da videira
ou Grapevine corky bark disease, e é conhecida como doenga do
intumescimento dos ramos. Foi descrita primeiramente Vitis vinifera na
Suica e Itdlia, por Gugerli et al. (1984) e Milne et al. (1984). No Brasil foi
constatada nos estados de Sdo Paulo, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul
(Kuhn, 1992). Os sintomas de intumescimento dos ramos sfio observados no
campo com facilidade nas cultivares Isabel, Niagara Rosada e Niagara Branca
(Vitis labrusca L.). Nelas, o sintoma mais caracteristico da doenga € o
intumescimento dos entren6s de ramos do ano, com fendilhamento longitudinal
do tecido afetado. Também pode ocorrer o intumescimento com fendilhamento
no peciolo das folhas préximas as regides intumescidas dos ramos. Sua
transmisséo di-se por vetor (inseto-Psyllidae) e por enxertia.
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A doenga denominada canelura do tronco da videira, na verdade é
causada por um complexo de viroses, cujos principais virus s&o o Grapevine
virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus C (GVC) e
Grapevine virus D (GVD) (Chevalier et al., 1995).

2.4.5 GLRaV (Grapevine leafroll virus associated)

O virus é filamentoso com 1800 - 2000nm de comprimento.

A virose do enrolamento das folhas, causada pelo Grapevine leafroll
virus associated - GLRaV, possui 8 estirpes (GLRaV-1 a -8) descritas,
reconhecidas ¢ sorologicamente distintas que, isoladamente ou em mistura,
causam sintomas similares (Fajardo et al., 2000). O GLRaV-1, -3, -4, -5, -6 ¢ -8
pertencem & familia Closteroviridae ¢ ao género Ampelovirus. Ja o GLRaV-2
pertence & mesma familia e ao género Closterovirus. O GLRaV-7 pertence a
mesma familia e nio é classificado quanto ao género. Recentemente, por meio
de detecgio molecular, foi proposta uma nova estirpe desse virus, denominado
GLRaV-9 (Alkowni et al., 2002).

Esta doenga associada ao virus do enrolamento das folhas, ainda niio foi
muito bem caracterizada, devido ao grande mimero de estirpes existentes
(Candresse & Martelli, 1995). Trata-se da principal virose em ocorréncia nos
vinhedos brasileiros. No Brasil, a doenga ocorre com incidéncia préxima a 100%
em variedades de maior importéncia econdmica. Em variedades sensiveis, como
a ‘Cabernet Franc’, pode provocar redugdes de 42% no mimero de cachos, 63%
na produgiio de uva e de 2,7 Brix no teor de aciicar dos frutos. Nas variedades
‘Merlot’ e ‘Sémillon’, pode reduzir a produgdo de uva entre 40% a 50% (Fajardo
et al., 2003). Apesar de poucas informagdes disponiveis acerca dos prejuizos
causados pelo virus, observag3es tém mostrado que plantas infetadas de muitas
variedades sio menos desenvolvidas ¢ menos produtivas do que as sadias.
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A existéacia do GLRaV-1, GLRaV-2 ¢ GLRaV-3 ja foi demonstrada em
vinhedos brasileiros. Ha indicacSes experimentais de que o GLRaV-3 é o que
prevalece dentro dos vinhedos e de que o complexo desses virus contém algum
componente que estd serologicamente relacionado com o virus da tristeza dos
citros, o Citrus tristeza virus (Kuniyuki, 2003).

Sua transmissfo € feita por enxertia e por espécies de cochonilhas,
Pseudococcus longispinus e Planococcus ficus (GLRaV-3). Foi citada pela
primeira vez como uma doenga de origem viral na Alemanha, em 1936, quando
o patégeno foi transmitido por enxertia (Kuhn, 1992). No Brasil, foi constatada
pela primeira vez em 1972, nos vinhedos do estado de S#o Paulo
(Kuniyuki, 2003).

Em Vitis labrusca e hibridas, os sintomas nfio sdo caracteristicos: nas
folhas das cultivares Niagara Branca, Niagara Rosada e Concord, observa-se
apenas um leve enrolamento, enrugamento e, as vezes, queimadura entre as
nervuras no fim do ciclo, bem como redu¢éio no desenvolvimento da planta
(Kuhn, 1992).

Os sintomas do virus do enrolamento da folha em Vitis vinifera sio: o
enrolamento para baixo das bordas das folbas, acompanhado de um
avermelhamento forte do limbo, para cultivares tintas ¢ amarelamento para
cultivares brancas, permanecendo as nervuras, normalmente, com a cor verde
natural. As plantas muito afetadas apresentam fraco desenvolvimento, baixa
produtividade e a uva niio completa a maturacéo.

2.4.6 Formas de disseminacio
Embora haja grande variedade de estirpes de virus na videira, algumas

ocorrem de forma ocasional na planta, aparentemente sem causar danos ou
prejuizos econémicos na cultura, devido & sua baixa capacidade patogénica ou
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plantas com toleréncia a estas estirpes. Outras porém, embora causem prejuizos
econdmicos importantes, estio restritas a determinadas regiSes ou paises,
possivelmente condicionadas a certas tendéncias regionais, como o plantio de
cultivares sensiveis ou em razfio das condi¢des edafoclimiticas que favorecem a
ocorréncia de vetores (Kuhn & Nickel, 1998).

Contudo, niio se pode garantir que estes virus pouco patogénicos néo
possam se tornar altamente patogénicos e prejudiciais as videiras quando
resultante de aciimmlo de diferentes virus numa mesma planta cu em ambientes
diferentes daqueles onde se encontram na forma latente. No entanto, a grande
preocupagio com a infecgfio e o controle das doengas virticas incide sobre
aquelas ja identificadas que, comprovadamente, causam grandes prejuizos a
cultura da videira como as que foram citadas anteriormente
(Kuhn & Nickel, 1998).

A disseminagiio natural do virus por vetores comegou a ser considerada
a partir da década de 80, com a constatagiio da transmisséio pelas espécies de
cochonilha Planococcus ficus, P. longispinus e Pseudococcus affinis
(Rosciglione et al., 1983, Boscia et al., 1993; Goliro et al, 1995) e por
nematbides Xiphinema index e Xiphinema italiae (Kuhn, 1984). A disseminaggo
a longa distincia ocorre por meio do material propagativo infectado, durante o
processo de formag3o das mudas, independente do método de enxertia utilizado.

2.4.7 Controle

O controle das doengas causadas por virus, utilizando métodos
tradicionais curativos como ¢é feito para outras doengas, € praticamente
impossivel, uma vez que as plantas infectadas véio sempre se manter infectadas.
Os virus da videira sdo sistémicos, isto é, sdio translocados pela planta através do
sistema vascular ¢, desse modo, perpetuam-se na planta apés sua implantac3o,
devendo-se, assim, realizar um controle preventivo (Amorim, 1996).
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Dessa forma, é importante o uso de mudas isentas de virus, buscando
também o controle de vetores para evitar a infecgio das plantas depois de
instaladas no campo (Parish, 1995).

Para a obtengio de mudas livres de virus deve-se recorrer a um
programa de selegiio sanitiria. Este programa envolve uma série de etapas até se
chegar as plantas matrizes, livres de viroses, que servirio como fonte de
materiais para a propagacgo.

2.4.8 Métodos de deteccdio de virus

Os virus de plantas podem ter o seu genoma constituido de ssRNA
(RNA de fita simples), dSRNA (RNA de fita dupla), ssDNA (DNA de fita
simples) ou dsDNA (DNA de fita dupla). A maioria dos virus de plantas
apresenta genoma copstituido de ssRNA, inclusive o GVA, GVB, GFLYV,
GFRYV, GLRaV-1 e GLRaV-3 (Murphy et al., 1995).

A presenga de virus em uma planta pode ser diagnosticada por vérios
métodos. Os mais utilizados s#io os testes serologicos (ou sorolégicos),
biolégicos, técnicas moleculares e microscopia eletronica.

A caracterizagdo biol6gica utiliza plantas indicadoras que apresentam
sintomas tipicos de ficil identificacfio, quando infectadas com o virus
patogénico.

A serologia é um importante complemento do método biolégico, sendo
um dos mais difundidos, rapido para o diagnéstico de virus de plantas e também
chamado de imunoenzimitico “ELISA”. Entretanto, este teste s6 pode ser
aplicado para virus que ja tenha sido isolado e purificado, permitindo assim o
preparo do antissoro (Kuhn, 1984).

Estes testes, tanmto o biolégico quanto o imunoenzimético, tém
importancia fundamental em programas de multiplicac#io para produzir, manter e
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propagar material livre de virus (Kuhn & Nickel, 1998).

Avrameas (1969) propds, pela primeira vez, a utilizagio de
imunoglobina conjugada a uma enzima para detecglio de antigenos e anticorpos.
No entanto, o uso do conjugado com a finalidade de detectar e quantificar a
Imunoglobina G foi descrita por Engvall & Perlmann (1971), que denominaram
este método de ELISA (‘Enzyme linked Imunnosorbent Assays’).

O método ELISA baseia-se no principio da serologia, no qual o antigeno
é reconhecido pelo antissoro (imunoglobina) que lhe deu origem, formando o
complexo antigeno-anticorpo, associado a propriedades colorimétricas, ou seja,
o teste utiliza anticorpos marcados com enzimas que indicam a presenca de virus
pela transformagdio de um substrato incolor que, depois de hidrolizado pela
enzima, torna-se amarelo (EMBRAPA-CNPH, 2002).

A coloraggio ocorre devido & agio de determinada enzima (previamente
conjugada & imunoglobina) sobre um substrato cromoggénico. Este aspecto difere
o teste ELISA dos demais testes serolégicos mais tradicionais empregados em
virologia que utilizavam-se de reagdes de precipitagfio para obter seus resultados
(Clark & Adams, 1977).

Muitas plantas, principalmente as de patureza lenhosa, como Prunmus,
contém compostos que podem dar origem a reagdes niio especificas indesejiveis
que mascaram as reagdes devidas ao virus ou podem, ainda, inibir reagdes
imunolégicas on enziméticas nos testes ELISA (Clark & Adams, 1977; Gomes,
2002). A intensidade das rea¢Ses niio especificas no teste ELISA, devido a
compostos existentes em certas plantas, segundo esses autores, pode ser reduzida
ou eliminada pelo uso de aditivos ao tampéo de extragiio ou pela dilnicio do
extrato foliar. g

Dependendo da natureza e idade do material vegetal utilizado no
ELISA, podem surgir interferéncias, resultando em reag¢des inespecificas, o que
impede a comprovag#o da presenga do virus (Fajardo, 1994).
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Variagdes do teste ELISA tém sido desenvolvidas, mas o DAS-ELISA
(double-antibody sandwich) tem sido o mais utilizado na detec¢do de viroses em
plantas (Clark & Adams, 1977; Borgo, 1990). No ELISA direto duplo sanduiche
utiliza-se a IgG e o conjugado produzidos em apenas um animal. Este teste
requer um determinado conjugado para cada tipo de virus a ser detectado, o que
toma o método mais caro que o ELISA-indireto. O ELISA-indireto por outro
lado envolve a cobertura da placa com a suspenséio do virus, seguida da adicgio
do anticorpo especifico, o qual é conjugado a uma enzima especifica. Assim
como no DAS-ELISA e no ELISA-indireto, o tltimo passo € a adicdo de
substrato adequado para que se possa visualizar a reacio colorimétrica da
enzima conjugada (Van Regenmortel, 1982).

A técnica ELISA pode ser aplicada para virus de diferentes tipos
morfolégicos, tanto em preparados purificados, quanto em extratos brutos. Este
teste é bastante sensivel, detectando concentragdes tdo baixas quanto
1 a 10 pg/mL e tem sido bastante explorado para a diagnose de virus em plantas
(Truta, 1997).

Este teste vem sendo muito utilizado para o monitoramento sanitario
(viroses) de clones de videira, por ser especifico, simples, sensivel, répido e por
permitir o processamento de um grande nimero de amostras. Depois das
primeiras experiéncias realizadas a partir dos anos 1980, esta técnica estd
adquirindo um interesse sempre maior, seja pela pesquisa (em relagéio a novos
antissoros, confianca e reproducio dos resultados de virios lotes de produgdo),
seja pela aplicacio da mesma, pa selegfio ¢ multiplicagiio de materiais viticolas
(Peressini et al., 1991).
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2.5 Selegiio clonal

O homem comegou a cultivar a videira (Vitis vinifera),
aproximadamente, 5000 anos a.C. Na Europa, foram selecionados tipos
superiores, a partir de uvas silvestres, que foram domesticadas gradualmente.
Assim, a maior parte das cultivares utilizadas na viticultura atual foi selecionada
antes de qualquer documentagiio ampelogrifica histérica. Os problemas com a
produgiio de uva nos vinhedos europeus comegaram a aparecer depois da
introducdo de pragas e doengas procedentes do Novo Mundo, nos anos de 1850
até 1878, particularmente com a infestagio pela filoxera
(Dactylosphaera vitifolliae Fitch) em 1863. Esta e outras pragas e doengas eram
desconhecidas nos antigos vinhedos que haviam sido plantados até 1850
(Pearson & Goheen, 1996).

Em 1878, somente 20% dos vinhedos alemdes produziam uvas
satisfatérias. Este pobre rendimento conduziu & primeira selegdo clonal que
preceden o desenvolvimento de técnicas modernas, como o melhoramento
genético das plantas por meio de cruzamentos, controle fitossanitario e o uso
amplo de material resistente & filoxera (Villalba, 1998).

Na Franga, o melhoramento da produgio pela selecdo de plantas
cultivadas €& estabelecido e usado desde a origem da agricultura. Os viticultores
foram os responsaveis, especialmente, deste dominio, por séculos, permitindo
que este pais possua, hoje, uma heranga varietal de uma riqueza inestimével
(Boidron et al., 1993). '

A selec@io clonal da videira, na Franga, iniciou-se em 1960, com o
Instituto National de la Recherche Agronomique (INRA), com o objetivo de
colocar & disposigio dos viticultores um material vegetativo mais sadio e, ao
mesmo tempo, apresentando melhores caracteristicas culturais e de produgsio. A
partir de 1962, com a criagio da Association Nationale Technique pour
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I’Amélioration de la Viticulture (ANTAV atual ENTAV), os trabalhos de
selegio naquele pais passaram a ser coordenados de forma conjunta pelo
ENTAV/INRA (Boidron et al., 1993).

Na Itilia, a seleg@io clonal desenvolven-se no comego dos anos 1970,
pela iniciativa do Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR) e, sucessivamente,
do Ministero di Agricoltura e Foreste, com o objetivo de fornecer a viticultura
italiana um material propagativo de identidade certa, com caracteristicas
positivas tipicas da populagfio e sanitariamente seguro (LA SELEZIONE, 2004).

Na Toscana, tem-se noticia do inicio das pesquisas com melhoramento
genético de Vitis vinifera em 1960, homologando cinco novos clones apéds 16
anos de selegiio. Na Sicilia, relatos mostram que a selegéio clonal das principais
variedades de uva para vinho iniciou-se em 1971, individualizando-se 5 clones,
apés verificagfio das caracteristicas ampelogrificas, fertilidlade das gemas e
producdio, anilise do mosto e do vinho e suas caracteristicas organolépticas
(Bambara et al., 1981). Estas atividades s#o desenvolvidas em institutos de
pesquisas (CNR, Universidades, Istituto Sperimentale di Viticoltura del
Ministero dell’Agricoltura) e também em entidades regionais e empresas
privadas. Apos 20 anos de intensa selegiio conduzida na Itilia, atualmente estdo
registradas, no Catilogo Nacional, cerca de 500 clones de Vitis vinifera, sendo a
maioria de variedades para vinho e 127 porta-enxertos (Mannini, 2000)

No Brasil, a seleg@io sanitiria (leva a selegiio clonal) ji tem sido efetuada
hA mais ou menos 20 anos, particularmente pelos Centros de Pesquisa, como a
EMBRAPA-CNPUYV e a Segiio de Fitovirologia do IAC. Atualmente j& existe
um bom niimero de matrizeiros instalados no pais com material de qualidade,
notadamente em empresas estaduais de pesquisa.

Com os resultados ja obtidos € o intercAmbio com outras entidades de
pesquisa nacionais ¢ internacionais, a EMBRAPA-CNPUV dispde, atualmente,
de matrizes livres de virus de 20 cultivares de porta-enxertos e 57 cultivares de

18



produtoras (vinho/suco/mesa), sendo 49 produtoras viniferas, quatro americanas
e quatro hibridas, que estio conservadas in vitro, casa de vegetagdo ¢ telado.
Aquelas cultivares de porta-enxertos e produtoras de interesse comercial sio
multiplicadas em matrizeiros destinadas a distribuicdo amnual de material
vegetativo para produg@io de mudas (Kuhn et al., 1996).

Em Minas Gerais, as pesquisas em relagdo & selegfio clonal ainda sdo
recentes, restringindo-se 3 EPAMIG - Fazenda Experimental de Caldas, com as
cultivares Folha de Figo (Vitis labruscaL.) e Jacquez.

Ainda que a selegdio clonal seja um processo complexo e longo, que
requer o apoio de uma bagagem considerdvel de conhecimentos técnicos e
cientificos especializados, os seus objetivos e linhas gerais de desenvolvimento
resultam relativamente em argumentos simples de se expor.

Em primeiro lugar, é necessario compreender que as variedades
existentes ndo sio definidas, mas sim plantas de enorme variabilidade.

Na Galicia, Espanha, um exemplo dessa variabilidade ¢ de um complexo
denominado ‘Godello’. Esta variedade é de cultivo muito antigo e, ao longo de
sua histéria multissecular, sofren uma infinidade de cruzamentos realizados por
viticultores ancestrais. Estes cruzamentos seguiram critérios os mais variados no
tempo € no espago, ou por apreciagdes qualitativas do tipo puramente pessoal
(HernAez Mafias [19937]).

Um clone é a descendéncia vegetativa correspondente a uma planta
escolhida por sua identidade indiscutivel, suas caracteristicas fenotipicas e seu
estado sanitirio. O comportamento produtivo e qualitativo dessa planta é
determinado baseando-se em numerosos parimetros, tais como: produgdio,
tamanho da baga, composigdio polifenélica, percentagem de agiicar, fertilidade e
conseqilente produtividade, susceptibilidade a fitopatogenos, sanidade (viroses),
dinimica de maturaglio, caracteristicas quimicas e organolépticas do vinho. O
potencial produtivo e tecnologico de cada clone esti estritamente ligado também
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ao lugar onde se realizou a selegio (LA SELEZIONE, 2004;
Hernaez Maiias [19937]).

A selegdio clonal, que ¢ a individualizag3o e isolamento dos biétipos das
diferentes variedades de uva (clones), baseia-se na uniformidade e singularidade
das gemas de cada planta isoladamente. Uma gema pode modificar suas
caracteristicas por causa de uma variagdo de seu patrimbénio genético. Essa
variagio chamada de mutagfio, que pode ser global ou setorial, quando
identificada, propaga-se por via vegetativa.

Segundo Camargo (2000), o melhoramento genético de uma cultivar
tradicional ¢ feito pela selegdio e perpetuagio de variagsio de sua forma original,
decorrentes de mutages do tipo quimera, propagiveis vegetativamente.

Um exemplo de mutaciio, alteracfio cromética ou somdtica foi a selegdo
do ‘Pinot Cinza’ e o ‘Pinot Blanc’ que surgiram do ‘Pimot Noir’; do
‘Muscat Cannon Hall’ que € uma forma tetrapléide de ‘Moscatel de Alexandria’;
‘Rubi’ e ‘Benitaka’ derivadas da Itélia, entre outras.

Outra mutagio muito famosa foi o ‘Brunello’, variedade tinta que deu
origem ao ‘Brumello de Montalcino’, na Toscana italiana. E um clone da
‘Sangiovese’ que, pela sua importincia, € identificado como variedade.

As variages referentes as caracteristicas fisiologicas ou fenolégicas que
podem apresentar importdncia cultural sfio diferentes das caracteristicas
morfolégicas, de dificil identificagfio e passam desapercebidas. Muitas mutages
ocorridas até hoje passaram certamente desapercebidas e aumentaram a
variabilidade genética dos parreirais cultivados, constituindo assim uma
populacio muito grande de clones. Por outro lado, se a mutacfio interessa uma
caracteristica visivel, como a cor da baga, a novidade é facilmente evidenciada e
assim nos encontramos seguramente a frente de uma nova caltivar
(Gribaudo & Gay, 2000).
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Em 1967, em um vinhedo italiano de ‘Malvasia di Candia aromatica’ do
Piacentino, uma mutagio gemaria (‘Malvasia vermelha‘) em relagéo & cor do
cacho, rosa intenso antes que branco, foi evidenciada por Fregoni (1974).
Analogamente, nos anos 1970, na Toscana, durante a selegio clonal do
‘Canaiolo’, foi individualizado um ‘Canaiolo rosa’, com boas caracteristicas
enolégicas.

Para o ‘Sangiovese’, em vinhedo na provincia de Forli, foi observada
uma mutagiio gemdria com despigmentagiio dos cachos, isolada no Istituto di
Coltivazioni Arboree di Bologna. Em 1969, em Cisterna di Latina foi descoberta
uma nova variedade de ‘Cardinal’, da qual as bagas maturavam de 7-10 dias
antes das outras, sendo a mova cultivar denominada ‘Early Cardinal’
(Manzo et al., 1983).

Um exemplo nacional recente de mutagiio foi o descoberto em 15 de
agosto de 2001, em um vinbedo de Urdnia, Sdo Paulo. Uma planta de
‘Redimeire’, com cachos normais, ou seja, com bagos de formato oval longo e
coloragfio résea, produziu um cacho tipico da uva “Itdlia’, com seus tradicionais
bagos elipséides e coloragiio amarelo-dmbar. Esse fato representa uma reverséo
do mutante ‘Redimeire’ para as caracteristicas fenotipicas da variedade que lhe
deu origem, a uva ‘Itilia’ (Pires et al., 2001).

Para a cultivar Folha de Figo, por se tratar de cultivar americana
introduzida Minas Gerais h4 mais de 100 anos, em condigdes ecoldgicas
diferentes daquelas de sua origem, presume-se que tenha ocorrido o surgimento
de clones, pois a videira € sensivel a ocorréncia de mutagdes.

A selecdo clonal tem como objetivo identificar, selecionar e propagar
clones superiores oriundos de variagdes sométicas e sempre é conduzida com
dualidade de objetivos, ou seja, obter clones geneticamente superiores ¢ com
garantia sanitdria (Camargo, 2000). Assim, os melhores resultados sfio obtidos
quando a selegiio clonal é conduzida em paralelo com a selegiio sanitiria ou
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viroldgica, de modo a propagar somente os clones naturalmente sadios ou livres

de virus por meio de técnicas de limpeza, como a termoterapia ¢/ou a cultura de
meristemas (Mannini, 2001).

2.5.1 Prospecedo

A metodologia aplicada aos trabalhos de selegdo clonal e sanitiria é
muito variada, porém, no que diz respeito a parte de selegdo clonal, o esquema
mais indicado, segundo Villalba (1998), Boidron (2000) e Regina (2001), é 0 da
prospecedo. Este esquema visa a identifica¢do, no vinhedo, de plantas com
identidade varietal bem definida, sem sintomas de viroses e com potencial de
produgdo ou fertilidade dentro dos objetivos estabelecidos para cada programa
de selegdo. Normalmente, as prospegdes sdo efetuadas em parcelas com mais de
25 anos de idade e de preferéncia, em regides de cultura ainda pouco visitadas,
onde as chances de ocorréncia de variagdo sdo maiores.

As prospegdes duram, normalmente, um a dois anos na mesma parcela e
as plantas escolhidas s3o marcadas e suas estacas recuperadas no periodo de
repouso vegetativo, por ocasido da poda.

Plantas livres de viroses, ou seja, de agentes patogénicos capazes de
induzir doengas, s3o obtidas mediante programas de curto e longo prazo. Os de
curto prazo s3o essencialmente baseados na sele¢@o visual por meio da escolha
de plantas vigorosas, produtivas, aparentemente sis, que possam posteriormente
ser fonte de material para sucessivas propagagdes. Este método, praticado
instintivamente pelos viticultores, constitui-se de uma série de controles visuais,
os quais s3o realizados no momento em que a expressdo sintomatolégica das

diversas viroses € observada.
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2.5.2 Seleciio sanitiria

A seleglio sanitéria consiste em utilizar as técnicas de monitoramento do
estado sanitirio dos mesmos, por meio de indexagdio biologica e/ou teste Elisa.
Em caso de reagéio positiva para qualquer uma dessas viroses, os clones sio
eliminados imediatamente. Em caso de reagdio negativa, o material é introduzido
em centros de selegiio, € passa a ser representado por uma tnica planta,
normalmente cultivada em vaso. Em seguida, este material passard pelos testes
sanitirios de indexagem em plantas indicadoras durante 2 ou 3 anos. Ocorrendo
a manifestagdio de viroses durante as indexagens, o clone seré eliminado ou, em
casos especiais, em que os clones possuem um interesse particular em
multiplicaggo, tratado por termoterapia ou cultura de meristemas.

Segundo Barlass (1982), Iri et al. (1982) e Savino et al. (1990), a técnica
de cultura de meristemas, combinada ou nio com a termoterapia, vem
apresentando crescente importincia, devido aos bons resultados que tem
oferecido para producdo de material propagativo livre de virus. Além disso, sua
aplicaciio tornou-se de maior valor, pois tem possibilitado a obtengdo de clones
de videira livres de virdides que sdo de dificil eliminagfio por meio de
termoterapia.

As 6 principais viroses testadas durante a seleglio sanitéria da videira
sio: GFRV (GFkV) ou mancha das nervuras, GFLV ou degenerescéncia da
videira ou virus dos entrenés curtos, GVA ou canelura do tronco ou Kober stem
grooving, GVB ou Corky bark disease ou intumescimento dos ramos, GLRaV-1
ou estirpe 1 do virus do enrolamento da folha, GLRaV-3 ou estirpe 3 do virus do
enrolamento da fotha.
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2.5.3 Seleciio genética

Realizada a0 mesmo tempo que o0s testes de pureza sanitdria, a sele¢do
genética dos clones é imprescindivel para a verificagiio de suas potencialidades
de produgéo e de qualidade. O material introduzido nos centros de selegéio, se
manifestar reagio negativa no teste ELISA para as viroses, ¢ inicialmente
introduzido em uma colegfio de estudo. As avaliagdes normalmente comegam a
partir do quarto ou quinto ano de instalagio e devem prolongar-se por, pelo
menos, cinco anos.

Os candidatos a clones escolhidos (sintomdticos e assintométicos)
devem ser testados singularmente para se verificar a presenga de virus ¢ de
agentes virais que determinam danos economicamente relevantes e que
eventualmente devam ser certificados.

Ao final da selegfio clonal e sanitiria, sem esquecer da importincia de
uma correta conservagio de sanidade da fonte priméria, tendo a disposigio
plantas sanitariamente melhores, ou seja, isentas pelo menos dos virus e das
viroses economicamente importantes, é possivel comecar a multiplicacio para
produzir material de propagacéio destinado aos viticultores.

2.5.4 Multiplicagiio e difusiio

E um complemento indispensével dos trabalhos descritos previamente.
Os dados obtidos nas fases de prospecgdo, selegfio sanitdria e genética fornecem
informagGes sobre a adaptagdo de clones para as situagdes da regifio onde sdo
testados os produtos para os quais sdo destinados: uva para mesa, para vinho
tinto ou branco. Para a cultivar Folha de Figo, a finalidade € de uva para vinho.

Os sistemas nacionais de certificagio do material de propagacio da
videira de alguns paises, como a Itdlia, prevéem que os clones obtidos com a
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selegdio clonal e sanitaria serfio registrados (homologados) oficialmente somente
se possufrem requisitos genéticos ¢ sanitrios vélidos. Desse ponto, oS
“candidatos clones”, segundo protocolos técnicos oficiais, sio submetidos a
posterior verificagio sanitaria e validagio das caracteristicas fenolégicas,
agrondmicas, produtivas e emolégicas mediante a criagio de campos de
homologagdes apropriados por pelo menos trés anos.

As normas da Comunidade Econdmica Européia para homologar um
clone de uva para vinho ou para mesa sio as seguintes:

1) uniformidade de caracteres em 24 cepas sobre dois porta-enxertos
diferentes;

2) ter trés anos de produgiio no minimo;

3) resultados obtidos em dois campos experimentais localizados em
duas regides ecologicamente diferentes.

O procedimento para a homologagiio dos clones, segundo Cald (1977),
dura geralmente de 8 a 10 anos. Este tempo pode parecer longo, mas é metade
do tempo necessério outros paises com © mesmo programa, Como a
Alemanha, por exemplo.

Quando a selegdo clonal de Vitis labrusca na regiio de Caldas for
finalizada, poder-se-do obter-se os primeiros frutos desse programa, destinados a
multiplicar-se rapidamente nos préximos anos, permitindo assim o fornecimento
de material genético de qualidade superior aos viticultores.

2.6 Marcadores moleculares RAPD e filogenia genética
Os marcadores moleculares tem sido utilizados extensivamente e vém
desempenhando papel fundamental na identificagio de cultivares, na

determinagio de diversidade genética, na verificaciio da pureza genética, em
mapeamento de genes e, principalmente, na identificagio de marcas que
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permitem a selegdo de caracteres especificos e de interesse
(Andreani Jinior, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
conforme a metodologia utilizada para identificd-los: hibridizacio ou
amplificagio de DNA, os quais incluem os marcadores do tipo:
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Williams et al., 1990);
Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR); Sequence Tagged Sites
(STS) (Paran e Michelmore, 1993); Microssatélite (Litt & Lutty, 1989);
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Goto-Yamamoto, 1997) e
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Helentjaris et al., 1985;
Gillet, 1991). Este ultimo foi a primeira metodologia aplicada a plantas.

Em videira, o RFLP foi utilizado pela primeira vez empregando sondas
heterélogas de microsatélites (Strien et al., 1990). Esta é uma técnica complexa e
de alto custo, um dos motivos pelos quais novos métodos tém sido
desenvolvidos com base na amplificagio de seqiiéncias genGmicas, mediante
reacdio de amplificag#io em cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR). Assim,
segundo Satub et al. (1996), podem-se fazer anilises, partindo-se de uma
pequena quantidade de DNA e com protocolos relativamente mais simples.

Uma das formas de caracterizagio dos recursos biolégicos € por meio da
amplifica¢3io casualizada do DNA polimérfico (RAPD). Esta técnica ¢ obtida
através de PCR e utiliza oligonucleotideos iniciadores de sintese (“primers™) de
seqiiéncia arbitréria, que tendem a produzir uma freqiléncia relativamente alta de
polimorfismo, é um método ripido e eficiente (Fairbanks et al., 1993). Os
oligonucleotideos tém sido utilizados para reproduzir segmentos de DNA
gendmico em vérias espécies de plantas (Willians et al., 1993). Com a ajuda de
métodos estatisticos apropriados, atécmeaRAPDtemsndoefetwadetectara
diversidade de populagio em vérios tipos de organismos (Chen et al., 1995).
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Polimorfismo de fragmentos RAPD s#o visualizados, como presenga e
auséncia de bandas em um gel de eletroforese, e podem, assim, ser facilmente
interpretados e convertidos em dados para diagnésticos de homologia molecular
entre individuos (Ferreira & Gratapaglia, 1995).

Em frutiferas, os marcadores moleculares s@o utilizados para vérias
finalidades, que vdo desde estudos de identificagZo de variedades tripléides em
bananeira (Bhat et al., 1995), mapeamento genético (Quantitative Trait Loci -
QTL) em cacaueiro (Crouzillat et al., 1996), caracterizaciio de variedades em
videira (Ulanovsky et al., 2002) e melancia (Hawkins et al., 2001) e estimativa
de diversidade genética em macieira (Oraguzie et al., 2001).

Em Vitis vinifera, existem vérios exemplos de aplicacio de RAPD, tanto
para diferenciar cultivares como para mapeamento genético (Ye et al.,, 1993;
Weeden et al., 1994; Lodhi et al, 1994). Porém, alguns autores mostraram
restricbes no uso do RAPD para a realizagdo de estudos genéticos em videira,
principalmente devido a sua reduzida reprodutibilidade (Buscher et al., 1993;
Xu et al., 1995). Existem antecedentes indicando que tal metodologia pode ser
usada para este fim (Collins & Symons, 1993; Gogorcena et al, 1993;
Jean-Jaques et al, 1993; Qu et al,, 1996; Bavaresco et al., 1996; Stavrakakis et
al, 1997; This et al., 1997). Além disso, estudos recentes desenvolvidos na
Galicia (Espanha), em relagfio & homogeneidade genética da cultivar Albarifio
(Vitis vinifera L.) tém demostrado alto nivel de reprotucibilidade
(Vidal et al., 1998).

O RAPD também tem sido usado para identificar progenitores de
videira, como é o caso do estudo da origem de uma variedade, a
‘Miiller-Thurgau® (Vitis vinifera L.), uma das mais cultivadas na Europa Central
(Buscher et al,, 1994). Também tem sido aplicado para diferenciar cultivares
geneticamente muito relacionadas, como ‘Sultanina’ x ‘Sultanina Seedless’,
sendo uma derivada da outra por mutagio (Bakalinsky et al, 1993;
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Striem et al., 1994) ou, ainda, para discriminar um grupo de 14 cultivares do
grupo Moscatel (Stavrakakis & Biniari, 1998).

Os marcadores moleculares ajudaram os melhoristas a superar, em parte,
as dificuldades encontradas nas caracterizagGes morfologicas, fenologicas e
organolépticas da videira, permitindo a identificagiio direta no genoma, das
diferencas genéticas entre individuos, obtendo, dessa forma, um perfil molecular
(“fingerprinting™) caracteristico para cada variedade. Segundo Johns et al.
(1997), o uso dos marcadores moleculares também permitiu a obtengdio de
melhores estimativas da diversidade genética de uma determinada populaggio.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do trabalho e seleciio massal dos vinhedos

O presente trabalho inicicu-se em 1994, por meio da selegiio massal e do
acompanhamento da produggio de um grupo de plantas da cultivar Folba de Figo
em vinhedos instalados no municipio de Caldas, MG, situado a 1.150m de
altitude, 21°40° de latitude S e 40°C de longitude W. O clima apresenta
temperatura média anual de 19°C, com médias das minimas de 13°C e das
méximas de 26°C, umidade relativa de 75% e precipitagio pluviométrica total de
1.500mm anuais.

Esta selegdo foi realizada visualmente por meio do vigor e producéio de
plantas, com as caracteristicas de identificaciio varietal (forma e coloragéo das
folhas, ramos e cachos) € sem sintomas de viroses. Inicialmente, foram
selecionadas 27 plantas vinhedo da EPAMIG, nas quais procedeu-se o
acompanhamento da produgdo durante quatro anos. Durante a colheita foi feita a
pesagem da produgfio (kg/planta), medic#o do teor de aglicares (*Brix), da acidez
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total (meq/mL), do pH e avaliagéio do indice de fertilidade dos ramos de cada
planta, calculado pela férmula:

fndice de fertilidade de gemas/planta = nimero de cachos/ramos

Ao mesmo tempo, durante a primavera de 1996, por ocasigo do inicio da
maturagiio dos cachos, iniciaram-se os trabalhos de selegfio massal com outros
viticultores do municipio de Caldas, MG. Foram escolhidos 17 viticultores
distribufdos nas diferentes regides viticolas do municipio, procurando identificar
diferentes condigBes ecolbgicas (tipo de solo, exposigio, vegetacio adjacente)
de forma a aumentar as possibilidades de identificagio de clones mutantes
superiores. Percorreram-se os vinhedos selecionando-se visualmente as plantas
mais produtivas e com identidade varietal indiscutivel. Foram escolhidos
somente vinhedos de pé-franco e com idade superior a 20 anos, de forma a
reduzir os riscos de infecgdo pela enxertia.

A partir da primeira selegfio massal, definiram-se como parfimetros de
selegio a produclio por planta e o indice de fertilidade, estabelecendo
arbitrariamente a produ¢fio minima de 5,0 kg/planta e/ou indice de fertilidade
dos ramos préximo ou superior a 1,0. Foi mantida uma planta “candidata a
clone” com produgio e indice de fertilidade inferiores no “stand” como
testemunha local.

Os clones inicialmente selecionados durante a fase de prospecgéio foram
multiplicados por meio de estaquia em vasos ¢ mantidos em casa de vegetag#o

(5 repetigdes/planta) adubados por fertirrigag#io (Figuras 1, 2, 3 e 4).
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Figuras 1, 2, 3 e 4: Plantas selecionadas mantidas em vaso sob estufa. EPAMIG,
Caldas, MG, 2003.

3.2 Teste DAS-ELISA

O teste serologico foi realizado no Laboratério de Virologia da
EMBRAPA/Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho (CNPUV), localizado em
‘Bento Gongalves, RS. Para a realizagdo deste teste foram empregados antissoros
da Agritest, da Itdlia e seguidas as recomendag¢des dos fornecedores (antissoros
monoclonais: GVA, GVB e GFRYV e policlonais: GFLV, GLRaV-1 ¢ -3).

Para o diagnostico das viroses por este método soroldgico, foram
coletadas 10 folhas por planta. Para os virus GFRV e GFLV, coletaram-se folhas
jovens, préximo a regido do 4pice dos ramos durante a primavera. Para os virus
GVA, GVB, GLRaV-1 e GLRaV-3, foram amostradas folhas adultas, situadas
na base dos ramos e durante o final do ciclo vegetativo. As folhas amostradas
foram imediatamente acondicionadas em sacos plasticos e enviadas para o

Laboratorio.
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O teste utilizado foi 0 DAS-ELISA, com dilui¢do de 1:5 (p/v), ou seja,
l1g de folhas + 5 mL de tampdo de extragdo, sendo o controle negativo
considerado como o extrato foliar da videira livre de virus e o positivo
(preparagdes parcialmente purificadas de cada virose) apresentando valor de
absorbancia (leitura), no minimo, superior a duas vezes o valor verificado para o
controle negativo.

As placas foram cobertas com solugio de 200 pL de IgG
(Imunoglobulina G) na detecgdio de cada virose (GLRV, GFLV, GVA, GVB,
GLRaV-1 e GLRaV-3), diluida em tampdo de revestimento ou de cobertura
(carbonato de sédio 0,05M, pH 9,6), incubadas a 37°C, por 4 horas e lavadas trés
vezes com PBS, pH 7,4 e Tween 20 (detergente) a 0,05% (v/v) (PBS-T - tampéo
de lavagem). Em seguida, foram adicionados 200 uL de extrato foliar diluido
1:5 em tampéo tris-HCl (antioxidante) 0,5M, pH 8,2, NaCl a 0,8% (p/v), PVP
(polivinilpirrolidona) a 2% (p/v), PEG 6000 (antioxidante) a 1% (p/v) e Tween
20 a 0,05% (v/v). As placas foram incubadas a 4°C por 14 horas e lavadas com
PBS-T, segnindo-se adigéio de 150 pL do conjugado diluido em tampéo PBS-T
com PVP a 2% (p/v) ¢ albumina de ovo a 0,2% (p/v). Apés incubagio por 4
horas, proceden-se a nova lavagem e adicionou-se o substrato da enzima em
dietanolamina a 10% (v/v), pH 9,8 (Clark e Adams, 1977; citado por Fajardo,
2000). As lejturas das placas foram realizadas a 405 nm em espectofotémetro
para placa ELISA Labsystems Multiskan MS.
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3.3 Aniilise de RAPD
3.3.1 Coleta do material vegetal

A anilise de RAPD (Willians et al., 1990) foi realizada no Laboratério
de Melhoramento Genético Florestal, no Departamento de Engenharia Florestal
da UFLA, Lavras, MG. Para a realizacio do RAPD, foram coletadas folhas
jovens das plantas da cultivar Folha de Figo existentes na EPAMIG de
Caldas, MG.

Imediatamente apés a coleta, as folhas foram identificadas,
acondicionadas em sacos plisticos e mantidas em gelo até a chegada ao
Laboratério. Em seguida, as folhas foram lavadas, secas, cortadas, maceradas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C (freezer) até o inicio das analises.

3.3.2 Extraciio do DNA gendmico

A extragio do DNA foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular,
no Departamento de Biologia da UFLA, Lavras, MG.

O método testado para a extragiio de DNA gen6mico foi o descrito por
Lodhi et al. (1994), sendo este uma modificagio do protocolo de
Doyle & Doyle (1990).

Sabe-se que o genoma da videira (Vitis vinifera) é relativamente
pequeno quando comparado a outras espécies perenes e acreditava-se que isso
poderia facilitar os estudos em genética molecular (Lodhi et al., 1994). Porém, a
extracio do DNA de videira € bastante delicada, devido & presenca de
contaminantes, como polifendis e polissacarideos. Além disso para a obtengdo
de bons resultados em andlises por RAPD (amplificagdo casualizada de DNA
polimérfico), FAFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
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por fluorescéncia) ou qualquer outro tipo de estudo molecular, o DNA deve ser
de boa qualidade. O que se deseja é que as extragdes de DNA produzam
amostras puras, de maneira a nfo inibir os tratamentos enziméticos ou interferir
nos padroes de migragdo e amplificagdo em gel de eletroforese.

A escolha do tecido vegetal ¢ muito importante para uma boa extragéo,
devendo-se utilizar tecidos jovems, mo caso de videira. Segundo
Ferreira & Grattapaglia (1995), esses critérios sdo ainda mais importantes em
espécies que produzam grandes quantidades de metabélitos secundérios que,
geral, interferem na extra¢do de DNA.

J4 existem vérias metodologias para extragio de DNA de plantas e
microrganismos e observa-se alguma modificagio de uma para outra, visando pa
maioria das vezes, resolver problemas especificos para cada espécie em estudo.
No caso especifico da videira, na metodologia descrita por Lodhi et al. (1994),
foi utilizado NaCl e PVP (polivinilpirrolidone) para remover polissacarideos e
polifenéis, respectivamente.

Alguns protocolos podem fornecer DNAs degradados ou contaminados,
que, mesmo possibilitando amplificagdes por PCR (Polimerase Chain Reaction
ou reagiio em cadeia da polimerase), podem comprometer a reprodutibilidade
das reagdes, resultando, muitas vezes, em falsos negativos (Romano, 1998). -

Para a extragio do DNA, foram utilizados 500 mg de tecido foliar
fresco, triturado em N, liquido. Em seguida, o material foi transferido para tubo
de 50 mL de centrifuga, juntamente com 5 mlL de tampdo de extracfio
{20 mM de Na-EDTA; 100 mM de Tris-HC; pH 8.0; 1.4M de NaCl; 2% de
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio); 0,2% de B-mercaptoetanol] e
adicionando-se 50 mg de PVP (Sigma, P6755). A mistura foi homogeneizada
por invers#o suave dos tubos. .

A seguir, a mistura foi incubada a 60°C, em banho-maria, por 25
minutos, sendo homogeneizada a cada 5 minutos. Apés esse perfodo foram
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adicionados 6 mL da mistura cloroférmio:octanol (24:1), homogencizada
suavemente por 10 minutos. A separagio das fases orginica e aquosa foi
realizada por centrifugagio a 6.000 rpm por 15 minutos, sendo o sobrenadante
transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado pela adicdo de 0,5
volumes de NaCl 5M ao sobrenadante. Acrescentaram-se a seguir dois volumes
de etanol 95% resfriado a -20°C e a amostra foi resfriada a 4°C, durante 15-20
minutos, para iniciar a precipitagio do DNA.

A solugiio foi incubada durante uma hora i temperatura ambiente e
centrifugada novamente a 5.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
coletado e o pelete lavado com etanol 76% gelado. O etanol foi decantado e o
precipitado seco a 37°C, durante 20 a 30 minutos. O pelete foi dissolvido em
200 - 300 pL de TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM de EDTA; pH 8,0) e
armazenado a -20C.

A quantificagfio do DNA foi realizada no Laboratério de Melhoramento
Florestal em fluorimetro (Hoeffer DQ 200), utilizando-se padrdes de DNA de
concentracsio conhecida.

Apés quantificagiio, foi preparada uma solugio de trabalho com a
concentragiio do DNA padronizada para 20ng/uL. O remanescente das amostras
originais de DNA foi armazenado em TE a -20°C.

3.3.3 Amplificaciio do DNA gendmico via RAPD

Para a reagiio de amplificagio do DNA, foram realizados ensaios de
adequagdio das concentragdes de DNA e de iniciadores, além de diferentes
programas testados no termociclador.

Cada reagiio de RAPD foi realizada em um volume de 10 pL de solugio
com a seguinte composi¢do: 20ng de DNA gendmico; 100uL de cada um dos
desoxirribonuclectideos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4uM de um
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oligonucleotideo iniciador (“primer”); 0,2 unidades da enzima Taq DNA
polimerase (GIBCO BRL); tampdo de reago [S0mM de tris pH 8,3; 20mM de
KCL; 2mM de MgCly; Spug.uL™" de BSA (albumina soro bovino); 0,25% de Ficol
400; 10mM de tetrazine] e dgua pura. As reagdes foram feitas em tubos tipo
“eppendorf” de 0,2mL, em termociclador GeneAmp PCR System 9700,
programado para 45 ciclos, nas seguintes condigdes: uma etapa de desnaturagdio
de 2 segundos, a 94°C; 30 segundos, a 42°C para anelamento do iniciador e
30 segundos, a 72°C, para extensdo. Uma tltima etapa de 2 minutos, a 72°C, foi
realizada para a terminagéo da extensio.

3.3.4 Eletroforese

Os produtos da amplificacdio foram separados por eletroforese, em gel
de agarose 1%, em tampdo TBE (0,045 M tris-borato e 0,001M EDTA), a
60 volts, por 120 minutos. Posteriormente, os géis foram corados com brometo
de etidio na concentragio de 0,5uL/mL, para a visualizagfio das bandas em
transiluminador de luz ultravioleta (Bio-Rad). Os géis foram fotodocumentados
com auxilio de maquina Polaroid.

3.3.5 Anilise dos dados de RAPD e similaridades genéticas

A presenca ou auséncia de bandas RAPD foram marcadas por meio de
interpretagdes visuais dos géis fotografados. Durante a avaliagio dos géis, cada
banda polimérfica foi tratada como cardter tinico. Os dados foram transformados
em matriz de 1 (presenca) e 0 (auséncia) de todos os gendtipos e posigdes dos
fragmentos marcados. A estimativa da similaridade genética (Sgij) entre cada
par de gendtipos foi feita pelo do programa NTSYS-PC 2.0 ¢ efetuada pelo
coeficiente “Simple Matching*, dado pela seguinte expressdo (Rohlf, 1992):
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Sgij = mij/n em que:

m = a (presen¢a) + d (auséncia) - presenga ¢ auséncia de uma dada
banda no par de genétipos i e j;

n = nimero total de bandas analisadas em i e j.

A representac@io simplificada das similaridades foi feita pela construgio
de dendrograma pelo método de agrupamento Unweighted Pair-Group Method,
Arithmetic Average - UPGMA (Rohlf, 1992).

Os valores de distincia genética foram calculados baseados no
coeficiente de Jaccard (Anderberg, 1973), utilizando-se a seguinte férmula:

Dij = 1 - (Bij/Mij) onde:

Dij = distéincia entre o8 genétipos i ¢ j;

Bij = nimero de bandas comunsaiej; e

Mij = nimero total de bandas analisadasem i e j.

A partir dos grupos discriminados pelo dendrograma, foi elaborada uma
matriz de distincias genéticas entre e dentro dos grupos, para identificar os pares
de genétipos que potencializam a variabilidade entre os grupos aos quais
pertencem, a fim de serem utilizados em cruzamentos preferenciais, em
programas de melhoramento e conservagio genética.

3.3.6 Caracterizacfio da variabilidade genética

Foi utilizado o programa Population Genetic Analysis (Popgen 1.31)
para a obtenglio das estimativas de distincias genéticas de Nei, indices de
Shannon e estatisticas de F de Wright. Tendo em vista a natureza dominante dos
dados, esse programa pressupbe, para os calculos das estimativas das
fregiiéncias alélicas, que os locos estejam em equilibrio de Hardy-Weinberg. As
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freqiiéncias alélicas foram estimadas a partir da raiz quadrada da freqiéncia do
genétipo nulo (recessivo).

Os indices de diversidade e heterozigosidade observada ¢ esperada
foram calculados para cada loco, além das medidas de todos os locos. Os valores
de heterozigosidade observada foram obtidos pela média do mimero de
genétipos em cada loco e para a média dos locos. A heterozigosidade esperada,
ou diversidade génica, foi estimada pela média dos heterozigotos observados nos
locos, obtida a partir da expresséo sugerida por Nei (1978).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Prospecciio clonal
4.1.1 Vinhedo da EPAMIG

Dentre as 27 plantas inicialmente amostradas foram selecionadas 12 que
apresentavam produgdo média préxima a 5,0 kg/planta (Tabela 1).

TABELA 1. Produgdo (kg/planta) dos diferentes clones da cultivar Folha de
_Figo durante quatro anos de observagdo na EPAMIG, Caldas, MG.

Clone 1994 1995 1996 1997 Média
1E 93 1,4 4,1 4,3 4,8
2E 9,0 4,1 8,1 83 7.4
3E 6,7 57 6,1 8,7 68
4E 8,5 5,0 6,3 10,8 7.6
SE 9,5 3,5 2,9 6,5 56
6E 6,6 52 6,9 9,8 71
7E 6,5 6,3 — 91 13
8E 8,1 4,6 6,1 10,7 74
9E 10,6 4,9 4,6 57 6,4
10E 9,9 —_ 11,9 9,6 10,4
11E 5,6 6,0 7.1 104 7,3
12E 6,8 4,3 7.2 9.4 6,9

E =EPAMIG
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Pelos dados da Tabela 1 pode-se verificar que a produgio média de
quatro anos oscilou entre 4,8 ¢ 10,4 kg/planta. Estes valores levam a uma
produgiio média por hectare situada entre 12.796 e 27.726 kg/ha, se considerada
a densidade usual de 2.666 plantas/ha, produtividade bastante superior dquela
verificada pa regifo de Caldas (Regina et al., 1998) e mostram a grande
variabilidade de potencial produtivo existente entre plantas dentro de um mesmo
vinhedo, corroborando a importiincia da selegfio clonal para o aumento da
produtividade. .

Souza et al. (2002), estudando um grupo de plantas jovens de ‘Folha de
Figo’ na EPAMIG de Caldas, MG, obtiveram uma produg¢iio de 3,6 kg/planta,
valor bem abaixo do observado neste estudo.

As oscilagdes de produgéio verificadas entre anos para um mesmo clone
podem ser atribuidas a ocorréncia de desavinho (aborto das bagas e mi formagio
do cacho), fato comum para esta cultivar (Ferreira et al., 2002) .

4.1.2 Outros vinhedos do municipio de Caldas

A prospecgiio realizada em 17 vinhedos particulares com plantas
cultivadas em pé-franco e com idade superior a 20 anos, levou a identificacdo
inicial de 137 plantas (Anexo 1A) que apresentavam melhor aspecto vegetativo,
produtivo e sanitério, além de identidade varietal indiscutivel.

Por ocasifio da colheita, a pesagem da produgéio levou a uma oscilagiio
da produciio situada entre 1,150 e 15,410 kg/planta e indice de fertilidade entre
0,34 e 3,19 cachos/ramo (Anexo 1A). Comprova-se, assim, mais uma vez a
grande variagdo do potencial produtivo das plantas existentes no interior dos
vinhedos, demonstrando que, mesmo no interior de vinhedos com baixa
produtividade, podem-se encontrar plantas com produgfio elevada, evideniciando
a importincia da selegio clonal.
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Das 137 plantas inicialmente selecionadas, 13 apresentavam produgéo
superior a 5,0 kg/planta (Tabela 2). As variagdes nos teores de agicar e acidez
total variaram entre 8,0-10'Brix e 3,8-6,5 meq/mL, respectivamente (Tabela 2).

Entretanto, as varidveis °Brix e acidez total nfo devem ser consideradas
com muito rigor, pois a data de colheita foi determinada pelos viticultores
empregando-se processos empiricos e néio em fungéo do estado de maturagdo da
uva (curva de acimulo de aciicares), o que poderia informar a real capacidade
das diferentes plantas em acumular agicares e dcidos orgénicos. Por outro lado,
b4 que se considerar também que os altos indices pluviométricos verificados
durante o periodo de maturagio desta safra influenciaram negativamente nos
teores médios de agicar observados.

TABELA 2. Produgéio, °Brix e acidez total de clones da cultivar Folha de Figo
selecionados nos viticultores. EPAMIG, Caldas, 1997.

Clone Produciio °Brix Acidez

(kg/planta) (meq/mL)
1P 9,75 9,0 6,0
2p 11,8 9,0 3,8
3P 11,1 9,0 42
4P 9,7 9,0 39
5P 9,6 9,0 5,6
6P 9,4 10,0 54
P 14,6 8,0 6,5
8P 10,4 10,0 6,4
9p 9,3 10,0 4,7
10P 9,3 11,0 53
11P 10,4 10,0 55
12P 15,4 10,0 54
13P 9,4 9,0 5,8
P = Produtor

Apés avaliagio do indice de fertilidade das gemas, uma vez que as
plantas selecionadas apresentavam grande variagfio na carga de gemas, afetando
a anilise da produc#io, estabeleceram-se, de forma arbitréria, os limites minimos
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de produgdio de 5,0 kg/planta e/ou indice de fertilidade de 1,0, sendo entdio
possivel redefinir o quadro de plantas selecionadas em 19 clones.

Por ocasifio da poda de inverno, foram retiradas estacas de cada uma das
19 plantas pré-selecionadas para multiplicago em vasos sob cultivo protegido.
Em fungiio da qualidade das estacas e da idade avangada das plantas, o
enraizamento so foi possivel em 19 clones, somados os selecionados na
EPAMIG e nos viticultores (Tabela 3) que foram mantidos em vasos para a

etapa posterior da seleg#o.

TABELA 3. Produgfio, teor de aglicares (°Brix), acidez total e indice de
fertilidade de clones selecionados da cultivar Folha de Figo na

EPAMIG, Caldas, MG, 1998.
Clone Produciio °Brix Acidez Indice de
(kp/planta) (meq/mL) fertilidade'
01 9,30 11,0 5,30 1,37
02 7,40 11,0 5,60 0,71
03* 1,50 9,0 3,90 0,77
04 6,48 12,5 3,92 2,65
05 7,29 11,5 4,51 2,76
06 14,60 8,0 6,60 1,87
07 7,88 10,5 343 2,29
08 4,80 14,0 4,70 1,63
09 7,68 9,5 4,31 2,29
10 8,00 9,0 5,30 0,86
11 9,65 9,0 5,70 1,49
12 1L15 9,0 4,20 1,61
13 8,35 90 4,70 1,02
14 741 13,0 3,32 1,64
15 740 10,0 5,20 1,00
16 11,80 90 3,30 3,19
17 10,40 10,0 6,40 1,38
18 15,40 10,5 5,40 1,08
19 5,64 11,0 4,61 2,25

*Clone 3 = testemunha

! < fndice de fertilidade de gemas/planta = nimero de cachos/ramos



O clone de niimero 3, com produgdo e fertilidade de gemas inferiores foi
mantido no stand como testemunha local.

4.2 Analise de ocorréncia de viroses

A Tabela 4 apresenta os resultados dos testes sorolégicos de
DAS-ELISA direto, realizados pas folhas dos 19 clones da cultivar Folha de
Figo, para a verifica¢dio das seis viroses estudadas.

Observou-se a presenca da virose do enrolamento da folha da videira
(GLRaV-3) nos clones 3, 4 e 14, ou seja, em 15,8% das amostras. A virose da
canelura do tronco da videira (GVA) também se manifestou positiva nos clones
1, 2, 4, 5, 9 e 11, totalizando nove clones (47,37%) infectados. Néo foram
diagnosticados os virus GVB, GLRaV-1, GFRV e GFLV em nenhum dos clones
testados.

Estas mesmas viroses ji foram descritas no Brasil para vinhedos de
cultivares americanas no Rio Grande do Sul (Kuhn, 1992) e Sdo Paulo
(Kuniyuki & Costa, 1987). A virose que causa o enrolamento da folha da videira
(GLRaV) j& chegou a atingir 78% a 98% das produtoras viniferas, enquanto nos
porta-enxertos, sua ocorréncia foi de 15,6% a 33% das plantas amostradas
(Fajardo et al., 2003).

No Rio Grande do Sul e Sé@o Paulo, o intumescimento dos ramos (GVB)
tem sido constatado em cultivares americanas e viniferas, numa incidéncia de
2,3% a 20%. Em algumas éreas isoladas, a infecgiio é maior que 50%. No Brasil,
a degenerescéncia da videira (GFLV) tem pouca expressdo, com incidéncia de
2% a 3%. A mancha das nervuras da videira (GFRV) ocorre nos vinhedos
brasileiros com frequéncia ¢ com incidéncia de até 56% e 18,1% em cultivares
de produtoras e de porta-enxertos, respectivamente (Fajardo et al., 2003).
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Em 1987, foi realizado um levantamento em 30 municipios do estado de
Sdo Paulo, amostrando 20 variedades de copa e 15 de porta-enxertos, a fim de
verificar sua sanidade em relagio s viroses. Todas as borbulhas coletadas da
variedade ‘Italia’ estavam contaminadas com o virus do mosaico das nervuras
(100% de incidéncia). Para as variedades ‘Niagara Branca’ e ‘Niagara Rosada’,
o virus do enrolamento da folha apresentou a maior incidéncia (100% em ambas
as variedades). Com relagiio as variedades de porta-enxerto, o ‘IAC-571-6°, o
‘Travii’ e o ‘Rupestris-du-Lot’ apresentaram, respectivamente, 100%, 36% e
33% de incidéncia do enrolamento da folba. A incidéncia de mosaico das
nervuras naquelas variedades foi de, respectivamente, zero, 14% e 24%
(Kuniyuki & Costa, 1987; Amorim, 1996).

TABELA 4. Ocorréncia de viroses da videira clones da cultivar Folha de
Figo. EPAMIG, Caldas, MG. 2002.
CLONE VIRUS
GLRV  GFLV GVA GVB GLRaV-1 GLRaV-3

01 CN CN Cp CN CN CN
02 CN CN Ccp CN CN CN
03 CN CN CN CN CN CpP
04 CN CN Cp CN CN Cp
05 CN CN Cp CN CN CN
06 CN CN CN CN CN CN
07 CN CN CN CN CN CN
08 CN CN CN CN CN CN
09 CN CN Cr CN CN CN
10 CN CN CN CN CN CN
11 CN CN crp CN CN CN
12 CN CN CN CN CN CN
13 CN CN CN CN CN CN
14 CN CN CN CN CN Ccp
15 CN CN CN CN CN CN
16 CN CN CN CN CN CN
17 CN CN CN CN CN CN
18 CN CN CN CN CN CN
19 CN CN CN CN CN CN
CN = Controle negativo; CP = Controle positivo

4
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Pode-se ressaltar que os 8 clones positivos foram identificados, tanto no
vinhedo da EPAMIG quanto nos vinhedos particulares, ou seja, tratavam-se, a0
mesmo tempo, de plantas enxertadas ou pé-franco, mostrando que a
disseminag@io destas viroses pode ter sido feita tanto por enxertia/estaquia quanto
pela ocorréncia de insetos vetores.

H4 de se considerar ainda que todas as plantas positivas apresentaram
produgBes médias superiores a 5,0 kg/planta (13,29 t/ha), comprovando que as
variedades da espécie Vitis labrusca podem conviver com determinadas viroses
(Tabela 5).

TABELA 5. Produgiio média (kg/planta) dos clones com viroses da cultivar
Folha de Figo. EPAMIG, Caldas, 1998.

Clone Virus Produciio (kg/planta)
01 GVA 9,30
02 GVA 7,40
03* GLRaV-3 1,50
04 GVA e GLRaV-3 6,48
05 GVA 7,29
09 GVA 7,68
11 GVA 9,65
14 GLRaV-3 7,41

¥ Clone 03 = testemunha

Dessa forma, pode-se considerar que o estado sanitirio dos clones
selecionados no Sul de Minas Gerais é relativamente bom e que as baixas
produtividades diagnosticadas para estes vinhedos, a principio, niio sio apenas
de ordem sanitéria, podendo ser atribuidas a outros fatores, tais como nutricdo
mineral ¢ manejo, conforme ja detectado por Regina et al. (1998).

Peressini et al. (1991), detectou por meio de DAS-ELISA a presenca de
trés viroses testadas: GFLV, GLRaV-1 e GLRaV-3, em plantagies de uva
(Vitis vinifera), na regifio de Udine, na Itélia.
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Boscia et al. (1991) e Walter & Cornuet (1993) mostraram que o ELISA
pode ser usado com sucesso para a detecgdo do virus GLRV em Vitis vinifera e
porta-enxertos americanos, representando assim uma alternativa no tempo de
indexagem em plantas indicadoras de Vitis rupestris (Hewitt et al., 1972).

Kuhn et al. (2000), utilizando o DAS-ELISA e cultivares indicadoras,
identificaram cinco viroses em 10 variedades de Vitis vinifera e hibridas na

regido do submédio Sao Francisco, no pélo viticola de Petrolina/Juazeiro.
4.3 Caracterizacio filogenética por RAPD

A anélise da variabilidade entre os 19 clones foi realizada utilizando sete
oligonucleotideos (marca OPERON), relacionados na Tabela 6. Foram
amplificados 30 fragmentos polimérficos de DNA. Percebe-se que os clones
avaliados dispdem de um enorme potencial para serem utilizados em programas
de melhoramento visando ganhos genéticos significativos, desde que este

polimorfismo molecular revelado corresponda a regides ativas do genoma.

TABELA 6: Relagdo do niimero de produtos amplificados para cada “primer”,
com suas respectivas percentagens de polimorfismo. UFLA,

Lavras, MG, 2003.
“Primers” % de nimero Seqiiéncia 5’ —» 3’
polimorfismo de bandas

OPM-11 16,7 5 GTCCACTGTG
OPN-06 13,3 4 GAGACGCACA
OPN-08 16,7 5 ACCTCAGCTC
OPN-12 16,7 2 CACAGACACC
OPN-13 13,3 4 GTCAGAGTCC
OPN-14 10,0 3 TCGTGCGGGT
OPO-05 13,3 4 CCCAGTCACT
TOTAL 30




Os primers OPM-11, OPN-08 e OPN-12 foram os que amplificaram o
maior nimero de fragmentos (cinco). A ocorréncia de polimorfismo entre
clones pode ser observada, por exemplo, ao se amplificarem as preparagdes de
DNA com os “primers” OPN-08 ¢ OPN-06 (Figuras 5 e 6).

FIGURA 5: Gel de agarose (1%) com o “primer” OPN-08, com a seta indicando
ocorréncia de polimorfismo entre os clones na amplificagio dos DNAs.
UFLA, Lavras, MG 2003

FIGURA 6: Gel de agarose (l%) com 0 ‘pnmer” OPN-06, com a seta indicando
ocorréncia de polimorfismo entre os clones na amplificagio dos DNAs.
UFLA, Lavras, MG. 2003.
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O nimero de bandas polimérficas utilizadas em trabalhos de filogenia
genética em plantas tem variado bastante, indo de 27, para a samambaia
Dryopteris cristata (Landergott et al, 2001) até 289, para o feijio
(Link et al., 1995). Segundo Dudley (1994), resultados obtidos com 30 a 100
bandas tendem a coincidir com informagdes baseadas no pedigree das amostras
e, sendo assim, as 30 bandas obtidas podem ser consideradas suficientes para o
proposito deste trabalho.

4.3.1 Similaridade genética

Uma matriz de zero ¢ um foi construida a partir dos 30 fragmentos
polimérficos e serviu de base para o célculo das similaridades genéticas entre
todos os clones.

A anilise de agrupamento foi realizada com o objetivo de verificar o
poder de discriminagio dos marcadores RAPD. Os resultados sugerem que tal
discrimina¢fio foi bastante diferenciada, uma vez que os grupos incluiram
nimeros distintos de gen6tipos.

O agrupamento dos 19 clones de Vitis labrusca, com base na matriz das
similaridades genéticas pelo método UPGMA, ¢ apresentado na Figura 7.

Considerando a separagfo do agrupamento a 65% de similaridade
genética, obtiveram-se 6 grupos distintos, A Tabela 8 apresenta os genétipos que
compdem cada um dos grupos. A maior similaridade foi observada entre os
clones 6 e 17; 16 e 18; 8 e 10 (100%) e as menores para os clones 3 e 13. O
grupo I constou dos clones 5 e 14; o grupo I o clone 3; o grupo Il o clone 13; o
grupo VI os clones 11, 15, 17 e 6; o grupo V os clones 19, 18, 16, 7, 9, 12, 10, 8
€2 e 0 grupo VI os clones 4 e 1 (Tabela 7).
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FIGURA 7. Dendrograma das distincias genéticas entre os 19 clones de videira,
gerado pelo programa NTSYS-PC 2.0. UFLA, Lavras, MG, 2003.

TABELA 7. Agrupamento de genétipos de clones de ‘Folha de Figo’,
discriminados em nivel de 65% de similaridade genética. UFLA,

Lavras, MG, 2003.
Grupes Clones
1 05e14
1 03
118 13
v 06,11, 15,17
\'/ 07, 08, 09, 10, 12, 16, 18, 19
VI 01,04
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4.3.2 Distribui¢fio da variabilidade genética.

A similaridade genética entre os clones variou de 0,31 a 1,00, com
média de 0,65 (Tabela 38).

A andlise genética em outras espécies de Vitis vinifera verificou
variagSes na similaridade de 0,2 a 1,00 (Sawazaki et al., 1996), 0,60 a 1,00
(Tschammer & Zyprian, 1994) e de 0,56 a 0,91 (Fanizza et al., 2000), indicando
que os clones da cultivar Folha de Figo (Vitis labrusca L.) estudados tém
variagfio genética considerdvel.

O dendrograma possibilitou a interpretagio dos resultados obtidos pela
técnica de RAPD com a vantagem de mostrar o grau de similaridade entre os
clones e agrupé-los de acordo com os dados obtidos.

Quando se obtém alta diversidade genética entre variedades de uma
mesma espécie, pode-se concluir que esse material encontra-se num estédio de
pouca domesticagiio. Dessa forma, uma cultura pouco manipulada pode ter seu
polimorfismo facilmente acessado, pois, para isso, € necessdrio um pequeno
niamero de “primers” (Xavier, 2001).

Silva (2002,) em estudo com uvas apirénicas, uma cultivar ainda pouco
estudada, conseguiu identificar uma marca molecular especifica pela técnica
RAPD, utilizando o “primer” UBC 443 (TGATTGCTCG).

Fanizza et al. (2000), por meio de RAPD, obtiveram agregacdo entre
genétipos com 484 bandas polimérficas e a utilizagiio de 200 “primers”,
indicando assim uma diversidade entre ‘Moscatos’ na regido da Apulia (Itdlia).

Ye et al. (1998) investigaram a relagfio entre 16 cultivares de videira por
meio de RAPD. De 53 “primers”, um total de 464 bandas foram geradas. Néo
foi detectado polimorfismo entre os clones de ‘Chardomnay’ e ‘Pinot noir’.
‘Auxerrois’ e ‘Melon’, por terem pais Gnicos, foram classificados como
cultivares distintas.
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Embora muito cultivada e de grande importéncia econémica mundial,
ainda ha muito o que se pesquisar sobre a genética da videira. Segundo
Reisch & Pratt (1996), este “atraso” deve-se, principalmente, a alta heterozigose
e ao longo periodo de juvenilidade, caracteristicos do género. Os estudos
genéticos em videira intensificaram-se a partir de 1990, coincidindo com o
advento da técnica RAPD.

Os resultados obtidos neste trabaltho fornecem muitos subsidios para
estudos futuros, principalmente pela utilizagio da cultivar Folha de Figo
(Vitis labrusca L.) pa indistria vinicola, visto que, na maioria dos trabathos
encontrados com marcadores moleculares em videira, foram utilizadas cultivares
de Vitis vinifera, predominando as uvas destinadas & vinicultura, que também é
uma atividade econémica de grande importfincia mundial.

A natureza molecular dos fragmentos amplificados utilizando-se
iniciadores arbitrarios nfio estd completamente elucidada e nfio se sabe ao certo
se cada fragmento no gel pode ser considerado um carater independente.
De fato, tem sido demonstrado que muitos fragmentos RAPDs segregam como
heranga mendeliana, indicando um unico locus por fragmento (Tinker et al.,
1993; Silva, 2002). Entretanto, hd uma alta probabilidade destes fragmentos
amplificados conterem seqiiéncias repetidas (Devos & Gale, 1992) que podem
distorcer os resultados do dendrograma. A anélise de um grande nimero de
fragmentos, pelo uso de vérios iniciadores (“primers”), contribui para diminuir
este problema.

Ainda, devido a problemas de repetibilidade e dificuldade em acessar a
homologia entre as bandas, a técnica RAPD tem sido criticada no uso das
relagdes filogenéticas em espécies. Entretanto, desde que se obtenham géis de
alto nivel de definicfio (geralmente obtidos com géis de acrilamida) e se realize
uma atribuicio meticulosa entre presenga e auséncia de bandas, n#io existem
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inconvenientes, exceto na dificuldade de anilise do bandeamento, mas que, com
dedicagdo, pode ser realizada com é&xito.

Neste estudo de 19 clones selecionados, ocorreu grande variabilidade
genética. Esta variabilidade nfio era esperada, pois os 137 clones inicialmente
selecionados de ‘Folha de Figo’ foram obtidos de videiras bastante antigas,
introduzidas por imigrantes no inicio da colonizagéio de Caldas (algumas das
videiras possufam mais de 90 anos de existéncia). Além disso, a videira é uma
espécie de propagagdio vegetativa, ou seja, baixissima variabilidade genética,
pois a recombinaco de gametas nio ocorre paturalmente.

A cultivar Folha de Figo, é uma cultivar americana introduzida em
Minas Gerais hi mais de 100 anos, em condi¢des edafocliméticas diferentes
daquelas da regifio de origem. Por essa raziio presume-se que ocorreu O
surgimento de clones geneticamente distintos, pois a videira € sensivel a
ocorréncia de mutagdes.

Como se supde que esta cultivar foi introduzida pa regifio a partir de
material vegetal proveniente de um mesmo local ou, até mesmo, de um mesmo
lote, era esperada pouca variabilidade genética entre eles, mesmo utilizando-se
técnicas mais sensiveis para a detecgiio de polimorfismo, como microssatélites e
AFLP. Portanto, outras forgas evolutivas, tais como mutag3es espontineas,
podem estar ocorrendo, ocasionando a variabilidade genética.

Apesar de haver maior similaridade entre os clones 6 ¢ 17; 16 ¢ 18; 8 ¢
10 (100%), niio se pode fazer uma correlaciio direta entre os dados gerados no
RAPD e dados fenotipicos, principalmente porque a produtividade é uma
caracteristica complexa, controlada por virios genes de agfio maior e menor.
Além disso, ha inimeras vari4veis neste estudo que ndo foram controladas para
determinar caracterisitcas fenotipicas, como por exemplo, a carga viral de cada
clone no momento da coleta e a variag#o da produtividade de cada clone em
cada local, variou segundo o manejo do viticultor, etc. O efeito do ambiente,

51



nio detectado pelo RAPD, também pode influenciar em muito as caracteristicas
estudadas neste trabalho.

As diferengas de produtividade e/ou fertilidade das gemas observadas
durante a prospec¢dio inicial podem ser devido & condigéo agrondémica em que a
planta estava inserida (mancha de fertilidade do solo, idade, etc.) e nio
necessariamente ds variagSes genéticas para produtividade. Por isso, deve-se
iniciar uma segunda etapa deste trabalhbo, a fim de colocar os clones
selecionados em competigdo.

Este estudo é uma primeira etapa de prospecéio, na qual buscou-se
somente eliminar aqueles clones infectados por viroses e verificar a variag3o
genética existente entre eles. A ligaglio entre os fatores ainda devera ser
analisada na préximas etapas. Devido a isso, em estudos futuros, deve-se realizar
experimentos de produtividade com os clones, em condi¢Ses mais homogéneas

possiveis.

5 CONSIDERACOES GERAIS

A prospecgdo inicial dos clones mostrou a existéncia de grande
variabilidade de produgfio e fertilidade no interior de plantas de um mesmo
vinhedo, demonstrando a importincia de se proceder selegdio clonal para a
cultivar Folha de Figo, visando aumentar a produtividade. Entretanto esta
variagdo da produgo e da fertilidade entre os clones selecionados devera ser
comprovada por meio de dispositivo experimental adequado, pois as variagSes
observadas podem depender de outros fatores, como idade das plantas,
fertilidade do solo, clima e manejo dos vinhedos. Para tanto, este mesmo
material devera ser colocado em competigiio sobre 0 mesmo porta-enxerto ¢ em
parcela homogénea, a fim de que sejam avaliados diferentes parimetros
agron6émicos antes de se concluir sobre um clone mais produtivo.
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A diagnose das viroses pelo teste ELISA mostrou que, embora em
pequena escala e sem impacto direto sobre o volume da produgéo dos clones
positivos, algumas doencas estdo presentes nos vinhedos da cultivar
Folha de Figo no Sul de Minas Gerais. Esse fato comprova a importéncia da
selegio sanitiria para garantir que futuros vinhedos sejam implantados com
material sadio.

Os clones considerados sadios deverfio passar por etapas posteriores de
seleciio sanitiria, antes de serem conmsiderados verdadeiramente sadios e
multiplicados para formacdo de matrizeiro de borbulhas.

A técnica RAPD tem sido criticada no uso das relagdes filogenéticas,
devido a problemas de repetibilidade e dificuldade em acessar a homologia entre
as bandas. Entretanto, desde que se obtenham géis bem definidos e se realize
cuidadosa atribuigio entre presenca ¢ auséncia de bandas, nfio existem
inconvenientes, podendo assim, ser realizada com é&xito.

Apesar dos clones 6 ¢ 17; 16 e 18; 8 e 10 (100%) serem similares no
RAPD, os mesmos apresentaram produtividades diferentes, tendo essas
variagdes sido verificadas durante a prospegdo clonal e, por isso, necessitam de
serem reavaliadas durante uma posterior competigdo.

6 CONCLUSOES

1. A variagiio de produgdio observada entre plantas de um mesmo
vinhedo da cultivar Folha de Figo, em Caldas, MG, indicou a existéncia de
clomes mais produtivos.

2. Ocorreram as viroses do enrolamento da folha (GLRaV-3) e'canelura
do tronco (GVA) em vinhedos de ‘Folha de Figo® de Caldas, MG. .

3. A variabilidade genética, registrada pela técnica de RAPD, entre os
clones selecionados foi alta.
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ANEXO .
ANEXO A Pigina

TABELA 1A Primeira prospecgio de 137 plantas de videira em Caldas.
EPAMIG, Caldas, MG, 1997 69
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TABELA 1A: Primeira prospecgio de 137 plantas de videira em Caldas.
EPAMIG, Caldas, MG, 1997.

Clone  Peso médio °Brix Acidez Produgdo Indice de

dos cachos (g) meg/100g (kg/planta) fertilidade &)
01 1013,48 11 6,394 4,250 0,68
02 1413,53 9 6,860 3,400 0,48
03 969,59 11 6,100 2,100 0,37
04 953,81 11 6,223 2,300 0,60
05 1004,97 12 5,733 2,650 1,10
06 1040,17 11 6,419 3,850 1,09
07 1101,56 11 4312 4,900 0,78
08 1227,97 11 4,410 4250 0,67
09 1141,54 11 5,537 2,600 1,14
10 1100,94 11 4,655 4,100 0,69
11 871,34 11 3,993 2,700 0,76
12 1196,09 10,5 4,483 3,500 0,49
13 964,09 11 3,773 3,100 0,77
14 1107,29 11 3,969 4,850 0,65
15 1165,39 11 4,679 3,450 0,51
16 1195,33 9 5,194 4,900 0,79
17 1319,01 10 6,730 4,500 0,74
18 998,01 9 6,076 9,750 1,74
19 1147,82 9 5,586 4,500 0,64
20 1056,29 9 5,880 6,200 1,22
21 1058,80 8 4,900 6,900 1,18
22 1081,67 9 5,586 5,200 0,91
23 699,63 11 3,185 3,500 1,52
24 844,53 10 5,096 2,700 0,60
25 844,75 11 4,312 3,300 0,69
26 1122,52 11 6,076 7,400 0,86
27 1255,32 10 4,900 7,850 0,99
28 677,45 11 3,675 5,200 1,67
29 1056,04 9 3,871 11,800 3,19
30 1070,70 12 3,528 3,200 0,35
31 1040,39 10 5,439 3,750 0,60
32 1168,84 9 4,753 8,350 1,02
33 887,33 10 5,096 6,350 1,46
34 1255,83 9 4214 11,150 1,61
35 1196,50 11 4,655 6,850 1,22
36 763,78 11 4,067 4,350 1,07
37 830,42 10 5,390 5,400 0,96
38 1228,63 9 3,920 9,750 1,31
39 1014,02 11 4,949 4,250 1,10
40 932,75 9 3,920 1,500 0,77
41 1041,47 9 6,664 6,500 1,06
Continua.
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C ontinuaﬁo‘ "

Clone  Peso médio °Brix  Acidez Produgdio Indice de

dos cachos (g) meg/l100g  (kg/planta)  fertilidade (*)
42 882,94 10 5,635 5,950 1,12
43 1110,94 9 5,684 9,650 1,49
4 1134,79 10 5,439 9,400 1,62
45 1198,67 9 5,880 5,500 0,59
46 1203,21 9 4,410 6,150 1,04
47 1110,64 9 4,214 5,650 0,77
48 976,48 9 6,174 4,550 0,88
49 1311,47 8,5 5,488 6,450 0,93
50 1107,9 9 5,880 3,450 0,89
51 1236,11 8 5,096 6,500 0,79
52 986,88 9,5 4,116 3,550 0,97
53 994,33 8 6,566 14,650 1,87
54 1356,16 9 5,586 5,550 1,17
55 1109,52 10 6,390 10,400 1,38
56 974,14 8 5,978 7,650 0,72
57 1241,25 8 5,194 6,200 0,75
58 1054,49 10 5,684 2,950 0,48
59 1063,16 10 4214 4,150 0,66
60 1241,53 10,5 6,370 3,850 0,66
61 1168,34 10 6,468 1,150 1,73
62 969,98 11 5,390 2,250 0,53
63 1034,28 8 6,664 5,250 2,11
64 862,91 10 5,880 4,450 1,43
65 1157,09 10 6,566 4,850 0,76
66 810,35 10,5 5,880 1,750 0,42
67 1294,88 10 6,664 3,250 0,50
68 1122,26 10 5,194 3,050 0,62
69 1084,15 10,5 5,978 3,600 LIS
70 1074,89 10 6,174 4,550 1,28
7 1275,53 10,5 6,860 5,350 0,49
72 1360,90 11 6,860 5,200 0,93
73 896,59 11,5 6,370 2,250 0,55
74 1092,69 9,5 5,096 4,850 - 1,20
75 1219,64 9 5,684 4,850 1,02
76 1248,49 9,5 6,174 5,650 1,01
77 1227,74 1 5,880 4,800 0,61
78 1268,86 1 6,370 3,150 0,61
79 1314,99 11 5,782 5,500 0,97
80 1059,76 11 6,174 3,650 0,45
81 1390,56 1 5,880 4,950 © 0,73
82 818,02 10,5 5,880 3,200 0,46
83 1110,65 11,5 5,880 3,700 0,44
Continua...
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Continuagdo...

Clone  Peso médio °Brix Acidez Produgfio Indice de
dos cachos (). meg/l00g___ (kg/plants) _fertilidade (*)
84 1241,82 10,5 6,272 2,100 0,58
85 1229,18 10,5 5,880 4,850 0,94
86 1234,63 11,5 6,860 5,350 0,50
87 1167,25 9 4,116 6,400 1,52
88 678,24 9 6,076 2,800 1,12
89 992,68 10 4,998 4,900 1,18
90 1083,83 10,5 4,116 2,000 0,39
91 993,25 9,5 4,508 2,400 0,83
92 117,75 9 6,076 8,200 1,44
93 935,47 9,5 5,880 4,900 1,31
94 1199,73 10 5,782 4,700 0,89
95 836,27 11 4,410 3,300 0,69
96 741,24 10 4,802 3,600 1,13
97 809,85 11 4,410 3,200 0,53
98 963,77 9 5292 8,000 0,86
99 893,34 10 4,508 4,200 0,75
100 1015,70 9,5 4,704 5,400 1,04
101 1167,25 9 5,684 5,500 0,94
102 598,45 10 5,194 3,200 0,97
103 1050,00 10,5 5,096 3,100 0,62
104 800,00 10 4,704 9,350 1,86
105 950,00 10 5,292 4,100 0,78
106 750,00 9 4,998 5,850 1,08
107 700,00 9 5,978 2,950 0,61
108 1450,00 11 5,096 6,900 0,61
109 1200,00 11 5,390 9,350 1,37
110 1160,00 9,5 4,606 3,450 1,05
111 900,00 10 6,076 2,400 0,47
112 850,00 12 4,508 1,900 0,51
113 850,00 11 5,194 2,100 0,67
114 1100,00 11 5,880 4,000 1,14
115 1150,00 10 5,684 3,700 0,75
116 1080,00 10 5,586 10,400 1,19
117 1850,00 10 5,194 7,400 1,00
118 900,00 11 4,116 3,100 0,77
119 1300,00 10,5 6,664 5,180 0,63
120 1200,00 11 5,586 7,450 0,71
121 1650,00 11 4,900 5,750 1,06
122 1200,00 11 5,488 2,410 1,060
123 1300,00 10 6,664 3,750 0,59
124 1300,00 10,5 5,390 15,410 1,08
125 1550,00 10,6 5,194 3,420 0,53
Continua...
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Continuagcio...

Clone  Pesomédio  °Brix Acidez Produgio Indice de

dos cachos (g) meg/100g (kg/planta) fertilidade (*)
126 1450,00 11,5 4,943 4,380 0,84
127 1300,00 12 4,943 5,500 0,36
128 1450,00 10 4,848 4,630 0,73
129 1300,00 10 5,228 3,600 0,54
130 1100,00 10 4,848 3,350 0,78
131 1600,00 9 5,799 9,450 0,88
132 1200,00 10 5,228 6,850 1,04
133 1200,00 11 5,704 5,650 1,06
134 1150,00 10 4,484 4,750 0,59
135 1450,00 10 5,418 6,000 0,68
136 1200,00 11 5,228 5,850 0,53
137 1300,00 10 5,704 4,750 1,11

(*) Indice de fertilidade de gemas/planta = nlimero de cachos/ramos
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